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Zapis ze schize vyboru Geneticke spolecnosti Gregora Mendela,
ktera se konala dne 12.kvétna 2005

Misto konani: Katedra genetiky a molekularni biologie PtF MU Brno, Kotlarska 2

Ptitomni (bez tituli): S. Zadrazil, D. VIcek, J. Doskat, J. Relichova, E. Miadokova, J.Dvorak,
M. Vojtiskova, K. Malachova, A. Knoll, K. Zeleny, P. Pikélek

Omluveni (bez titull): M. Slaninova, J. Smarda, J. Fajkus

1/ Kontrola zapisu z minulé schize vyboru GSGM (Zadrazil):
- bez ptipominek.

2/ Zhodnoceni Genetické konference usporadané ve dnech 1.-2.2.2005 v Praze (Zadrazil):
- proc¢ tentokrat zameéfena na virologii, jakym zptsobem byl proveden

vybér zvanych prednésejicich, ptinosy, ale i problémy organizace konference; celkovy pocet
ucastnikti 55, velky podil z nich studenti postgradudlniho doktorského studia (hodnoceno
velmi pozitivng).

3/ Cena GSGM pro mladé védecké pracovniky za obdobi 2002-2004 (Zadrazil):

- vitézky byly vyhladseny na unorové Genetické konferenci, cena byla
rozdélena a dvé laureatky této ceny (financné sponzorované firmou GENETICA, s.r.o.,
Praha), Mgr. Eva Sykorovéa, Ph.D. (BFU AV CR Brno) a Mgr. Petra Mannova, Ph.D. (katedra
genetiky a mikrobiologie PfF UK Praha) byly na tuto konferenci pozvany k 30minutovym
prednaskam, zucastnila se vSak jen Mgr. Sykorovd (Mgr. Mannova se omluvila pro svijj
dlouhodoby pobyt na zahrani¢nim pracovisti v USA, na konferenci poslala k vystaveni
alespon plakatové sdé€leni shrnujici vysledky ze souboru jejich ocenénych praci). Shodou
nest’astnych okolnosti a vinou nedorozuméni mezi organizatory konference nebyla k ti€asti na
konferenci a k pfedavani ceny pozvana sponzorujici firma Genetica. Prof.Zadrazil
konstatoval, ze predstaviteli firmy Dr. Kvapilovi okamzité zaslal omluvny a vysvétlujici dopis
s prosbou o osobni schiizku, na né&jz vSak dosud nedostal zddnou odpovéd’. Prof. Zadrazil
bude dal v této zalezitosti nejprve kontaktovat ¢lena vyboru doc. Fajkuse, ktery s firmou
Genetica udé€leni ceny osobné projednaval, a poté se pokusi znovu navazat spojeni s Dr.
Kvapilem. Vzniklé nedorozuméni bylo pozdéji uspokojivé vyfeSeno a cela zalezitost podle
doc. Fajkuse kladné uzavtena.

4/ Vysledky voleb nového vyboru GSGM (Zadrazil, Doskar):

- valné shromdzdéni GSGM, kter¢ se seslo v priitbéhu Genetické
konference v Praze 1.2.2005, schvalilo jako platny nasledujici vysledek korespondencnich
voleb (hlasovalo celkem 49 ¢lent GSGM):

49 hlast — Zadrazil, VI¢ek, Doskar
47 hlasti — Relichova

46 hlast — Miadokova

45 hlasu — Dvorak, Pikalek

44 hlasy — Slaninova, Smarda

43 hlasy — Fajkus




40 hlast - Vojtiskova
34 hlasy — Malachova, Zeleny
31 hlas — Knoll.

Vsech 14 kandidatt se stalo ¢leny nového vyboru GSGM. Hlasovanim ¢lend vyboru
doslo k nasledujicimu rozd¢leni funkci:
Zadrazil — predseda; Vlcek, Relichova — mistopiedsedové; Pikalek — tajemnik; Dvorak,
Slaninové — hospodati; Doskat — redaktor Informacnich listh GSGM; Miadokova, Smarda,
Voijtiskova, Zeleny, Knoll — &lenové vyboru. Clenové vyboru Knoll a Miadokova byli zaroven
povéteni funkei revizort uctih GSGM.

5/ Ptiprava dal$iho ¢isla IL (Doskaft, Zadrazil):

- 29. cislo IL vyjde do 15.7.2005, bude obsahovat texty nékterych
zvanych prednéasek z Genetické konference 2005 (Panttcek, Petrzik, MatousSek), zhodnoceni
Genetické konference 2005 (VIcek), informaci o 2.ro¢niku konference ,,RNA klub® v roce
2004 v Praze a o pofadani dalSiho ro¢niku konference ,,RNA klub* na podzim 2005
v Ceskych Budgjovicich s pozvankou (Zadrazil), zapisy z poslednich schiizi vyboru GSGM
(Doskaft, Relichova, Pikalek) a aktualizovany seznam cleni GSGM (prof. Dvotak a Dr.
Slaninové provedou revizi plateb clenskych ptispévkil, neplatici ¢lenové budou ze seznamu
vyfazeni).

6/ Kontrola hospodateni spole€nosti (Dvoték, Pikadlek-Slaninova):

- za cCeskou c¢ast GSGM piednesl zpravu prof. Dvordk, na uctu
spolecnosti u KB je aktudlné¢ 11.893,-K¢, v pokladné je momentalni deficit 250,-K¢; pro
zpravu o stavu uctu slovenské casti GSGM bylo dohodnuto, ze doc. Pikalek vyzve Dr.
Slaninovou (kterd se schiize vyboru GSGM nemohla osobné zucastnit) o jeji zpravu
elektronicky, a tuto jeji zpravu zacleni do zépisu ze schlize vyboru (podle nasledného sdéleni
Dr. Slaninové je na bankovnim uctu slovenské ¢asti GSGM aktudlne 10.552,- Sk a v pokladné
na hotovosti je k dispozici 7.421, -Sk).

7/ Ruzné:

- valné shromazdéni GSGM na unorové konferenci 2005 odhlasovalo, Ze se doc.
Ondrej stava Cestnym clenem vyboru GSGM, ten se vSak mezitim dopisem svého Clenstvi
v GSGM ziekl, doc. Pikalek ho proto bude osobné kontaktovat k vyjasnéni situace

- vyzadanou korekturu tdaji o GSGM pro World Guide to Scientific Associations and
Learned Societies provede a odesle doc. Pikalek

- ptisti Geneticka konference GSGM se bude konat v roce 2007 — 2008 v Bratislave

- pristi schiize vyboru GSGM se bude konat opét v Brné zhruba zacatkem listopadu t.r.

Zapsali: Relichova, Pikalek Schvalil: Zadrazil



Vyuctovani hospodareni GSGM za rok 2004

Zustatek ke 31.12. 2003

20 357,28 K€

z toho:
na Uuctu KB 19 366,88 KC
v pokladné 990,40 K&
PFijmy v roce 2004 5 634,58 K¢
z toho
1. Groky z Gctu u KB 9,58 K¢
2. Clenské prispévky: z toho placené na ucet KB 5175,- KC
placené hotové 450,- KC
celkem 5 625,- KC

Vydaje v roce 2004

12 516,50 K€

z toho
1. postovné za IL 2004: 1 310,- KC
2. faktura tisk IL 8 865,- K¢
3. obcerstveni pro vybor 403,50 K¢
4. poplatky KB: z toho za vedeni Uctu 1 630,- KC
za polozky 258,- K¢
provize 50,- K¢
celkem 1 938,- K¢
Zlstatek ke dni 31.12.2004 13 475,36 K€
z toho:
na Uctu KB y
20.12.2004 11 748,46 ke
v pokladné "
k 31.12.2004 172690 Ke

Widctoval J. Dvorak, pokladnik



Vytuctovanie hospodarenia slovenskej ¢asti GSGM k 31.12. 2004

Zostatok k 1.1.2004 A- konto 9727.29 SK

B- hotovost’ 6445.90 SK
A
Bankové operacie (dok.1) - 925,14 SK
Prijmy z ¢lenskych poplatkov k 31.12. 2004 (dok.1) +1 750,00 SK
Zostatok na ucte k 31.12.2004 (dok.1) 10 552,15 SK
B
Clenské prispevky (dok.2) +1 500,00 SK
Kancelarske potreby (dok.3) - 525,00 SK
Zostatok hotovosti k 31.12. 2004 +7 420,90 SK
Celkovy finanény stav k 31. 12. 2004 +17 973,05 SK

Bratislava, 13. 5. 2005

Vyuétovala: M. Slaninova



Texty prednasek prednesenych na

Genetické konferenci GSGM

konané v Praze ve dnech 1. - 2. unora 2005



Genomika bakteriofagi
Roman Pantuicek
Katedra genetiky a molekularni biologie, P/F MU v Brne, Kotlarska 2, 611 37 Brno

Bakteriofagy (zkracené fagy) jsou viry prokaryot, jejichz hostiteli jsou
mikroorganismy ze skupiny bakterii a archei. Vyskytuji se v nejraznéjSich prostredich,
nejcastéji ve vodach a sedimentech oceanu, Usti rek, v ptdeg, v intestinalnim traktu
Zivogichd, v odpadnich vodach, v prostiedi biotechnologickych provoza a v nepo-
sledni fad¢ ve stavu profagu v lyzogennich bakteridlnich kmenech. Predpoklada se, ze
kazdy bakterialni druh ma v praméru 10 druhu fagu. Fagy jsou tedy nejpocetnéjSimi
biologickymi objekty v biosféte a jejich pocet se odhaduje az na 10*' (Chibani-
Chennoufi et al. 2004).

Bakteriofagy byly objeveny pocatkem minulého stoleti nezéavisle dvéma
badately, britskym bakteriologem Frederickem W. Twortem (1915) a francouzskym
bakteriologem Felixem H. d’Herelle (1917), jako agens neschopné tvotit definované
jednotlivé bunky, zpusobujici lyzi bakterii. Diky své jednoduche stavbé se fagy staly
vdécnym modelem pro studium zakladnich biologickych procesu, které vyznamné
prispélo k rozvoji molekularni biologie a genetiky. Mezi z&kladni préce, pti nichz byly
fagy pouzity patti studium mutaci u bakterii (Luria a Delbriick 1943), dikaz, Ze DNA
je geneticky material (Hershey a Chase 1952), koncept transdukce (Zinder a Lederberg
1952), dele¢ni mapovani genu (Benzer 1961), objasnéni genetického kodu (Crick et al.
1961) a vyvoj mnoha rutinnich technik molekularni biologie, z nichZ nejvyznamngjsi
je vyuziti DNA polymerdz (de Waard et al. 1965), restrikénich endonukledz (Linn
a Arber 1968), DNA ligaz (Weiss et al. 1968), RNA ligaz (Silber et al. 1972),

Tabulka 1. Taxonomicka klasifikace bakteriofagt a zkladni charakteristiky celedi

Celed’ Genom Morfotyp Tvar
Myoviridae dsDNA, L; 30-285 kb Al az A3 Bicikaté
Siphoviridae dsDNA, L; 14-135 kb Bl az B3 dtto
Podoviridae dsDNA, L; 12-64 kb ClazC3 dtto
Microviridae ssDNA, K; 4,4-6,1 kb D1 Mnohosténné
Corticoviridae dsDNA, K; 10 kb D3 dtto
Tectiviridae dsDNA, L; 15 kb D4 dtto
Leviviridae ssSRNA, L; 3,5-4,6 kb El dtto
Cystoviridae dsRNAseg., L; 13-15 kb E2 dtto
Inoviridae ssDNA, K; 4,5-8,8 kb FlaF2 Vlaknité
Lipothrixviridae dsDNA, L; 21-40 kb F3 dtto
Rudiviridae dsDNA, L; 35 kb F4 dtto
Plasmaviridae dsDNA, K; 12 kb Gl Pleomorfni
Fuselloviridae dsDNA, K; 15-75 kb G2 dtto

Poznamka: L — linearni genom, K — kruZnicovy genom



piiprava ssDNA pro sekvencovani vyuzivajici faga M13 (Schreier 1979), fagovy
display (Smith 1985), mistn¢ specifickd mutageneze (Kunkel et al. 1985) a klonovaci
vektory odvozené z faga A (Chauthaiwale et al. 1992).

V soucasné dob¢ je popsano asi 5 100 fagu, které jsou klasifikovany do 13
Celedi (Tabulka 1), 30 roda a asi 650 druht. Nejpocetnéjsi a soucasné nejlépe
prostudovanou skupinu tvoii bicikaté fagy reprezentované zhruba 4 950 izolaty, coZ je
96 % vSech dosud zndmych faga (Ackermann 2003). Z&kladnimi kriterii pouzivanymi
v taxonomii fagu jsou typ nukleové kyseliny, morfologie (Obr. 1) a struktura kapsidu,
imunologické vlastnosti bilkovin kapsidu a vztah k hostiteli. Zarazeni faga do nizsich
taxonu jako jsou rody a druhy se Fidi pravidly Mezinarodni komise pro taxonomii vira
(ICTV) a neni mnohdy jednozna¢né. Rada Uidaji tykajici se taxonomie a biologickych
charakteristik bakteriofagt je dostupné prostiednictvim internetu (Tabulka 2).

ssDNA dsDNA

S SNeNe

Corticoviridae Tectiviridae
Podoviridae

Myoviridae

Siphoviridae
Plasmaviridae

fj j—)
Lipothrixviridae

Fuselloviridae

Y,

Rudiviridae
dsRNA
ssRNA
Inoviridae Leviviridae Cystoviridae

Obr. 1. Morfotypy 13 fagovych celedi

V databazi GenBank bylo v polovingé roku 2005 publikovidno pfiblizné 300
dokoncenych fagovych genomut a dalSich 250 bylo odhaleno ve stavu profaga
v sekvencovanych bakterialnich genomech. Profagy tedy zaujimaji 10-20 %
bakterialniho genomu. Na jeden bakterialni genom tak pripada pramérné 2,8 profagua.



Z hlediska morfologickych pozorovani jsou fagy nejcastéji zastoupeny u enterobakterii
(820), Lactococcus (660), Bacillus (420), Pseudomonas (400), Staphylococcus (250),
Streptococcus (200), Vibrio (190), Clostridium (170), Lactobacillus (150), Rhizobium
(150) a Listeria (200) (Ackermann 2001).

Tabulka 2. Informacni zdroje na internetu tykajici se bakteriofagt

Nazev Problematika URL

Universal Virus ~ Taxonomie http://www.ncbi.nIm.nih.gov/ICTVdb/

Database ICTVdb

Bacteriophage Kompilace http://www.phage.org/names.htm

Names 2000 znamych fagu

NCBI Genomes  Fagové genomy  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/static/phg.html
Bacteriophage Ekologie a http://www.mansfield.ohio-state.edu/~sabedon/
Ecology Group evolu¢ni biologe,

(BEG) bibliografie

Fagy jsou fazeny mezi variabilni genetické elementy a jejich genom je
mozaikou sloZenou z genovych Usekt - modula, které dohromady piedstavuji spo-
le¢nou zasobarnu gend, z niz maze populace faga cerpat (Botstein 1980). Zatimco u
faga s mnohosténnym, vlaknitym nebo pleomorfnim kapsidem je velikost genomu
pomérne konzervativni, bicikaté fagy se vyznacuji zna¢né variabilni velikosti genomu
(Obr. 2). Useky gent pro jednotlivé funkce (lyzogenie, replikace, regulace transkripce,
sbalovéni, struktura hlavy, struktura biciku, vldkna bic¢iku a lyze) mohou byt

Histogram: Velikost genomu u Siphoviridae Histogram: Velikost genomu u Myoviridae

55 K-S d=,17082, p<,05 — Expected Normal K-S d=27539, p<,01 — Expected Normal
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Obr. 2. Variabilni velikost genomu bicikatych faga celedi Siphoviridae a Myoviridae.
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u pribuznych fagut prostiednictvim rekombinace mezi konzervativnimi sekvencemi
oddélujicimi  jednotlivé moduly témér libovolné zaménovany, avSak poradi
jednotlivych modula zustava zpravidla zachovano (Obr. 3 a 4). Mezi nejvice
konzervativni fagové geny patti geny kodujici fagovou termindzu, portalovy protein,
fagovou proteazu, jeden z proteinu bicikovych vldken a fagovy endolyzin (Casjens
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Obr. 3. Charakteristické uspoiadani gent u fagu celedi Siphoviridae.
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Obr. 4. Priklad modularni struktury stafylokokovych faga celedi Siphoviridae. Pro analyzu
byla pouZita metoda te¢kovych matic, ve kterych je kazdy zbytek z jedné sekvence DNA
srovnavan s kazdym zbytkem ve druhé sekvenci. Prvni sekvence tvoti osu x a druha sekvence
osu y. V oblastech, kde jsou si obé sekvence navzajem podobné tvoii radek vysokych skdre
diagonalni linii pies teckovou matici. Kruznicemi jsou oznaceny odpovidajici si moduly pro

lyzogenii, regulaci transripce, hlavni strukturni modul a lyticky modul.
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Obr. 5. Znazornéni podobnosti aminokyselinovych sekvenci proteint mezi fagy celedi

Siphoviridae a Myoviridae nepiibuznych hostitela (podle Chibani-Chennoufi et al. 2004).



2003). Podobnost bakteriofagovych gena je pritom mnohem vice patrnd na urovni
sekvenci proteint nez na arovni DNA a muze se vyskytovat i u velmi vzdalenych faga
Klasifikovanych do riaznych celedi (Obr. 5). To nasvédcuje skutec¢nosti, Ze bicikate
fagy mohly vzniknout béhem evoluce v nékolika nezavislych udalostech (Rohwer et
al. 2002).

Analyza genomu bic¢ikatych fagia s dSDNA ukazala, Ze béhem jejich evoluce
dochazi krom¢ pieskupeni genu v dusledku castych rekombinaénich udalosti také
k ziskani novych geni jako jednoduchych genetickych elementt nazyvanych morony.
Tento proces sveédéi o modelu ¢asné evoluce vird, ve kterém jsou viry povazovany
spiSe za partnery vzajemné ko-evoluce s jejich hostitely neZ za elementy odvozené
z bunék (Hendrix et al. 2000). Morony jsou horizontalné pienesené geny v dusledku
nehomologni rekombinace, zpravidla obsahuji vlastni promotor a terminator a maji
odlisny obsah G+C od fagového genomu. Maji puvod v bakteridlnim genomu a
piinaseji nové funkce do fagového genomu jako je stabilizace kapsidu, zamezeni
infekci lyzogenu dalSimi fagy, rozSireni rozmezi hostitele nebo prinaseji jiné selekéni
vyhody hostiteli (Obr. 6.).

genome (N genes)

i
/ MORON
ADDITION
new genome
persists '

genome (N+1 genes)

/N

increased aggregate no increase
fitness of new genome in fitness

N\

genome does not
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Obr. 6. Princip stabilizace moronu v populaci fagovych ¢astic v dasledku jejich selektivniho
zvyhodnéni (podle Hendrix et al. 2003).

Dal3imi genetickymi elementy fagového genomu jsou fagové introny skupiny I.
Byly detegovany v mnoha odliSnych genech a to i u neptibuznych faga, zejména
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u faga celedi Myoviridae a fagu infikajicich bakterie s nizkym obsahem G+C.
Sekvence intront se vyznacuji charakteristickou sekundarni srtukturou umoznujici
jejich samosestiih prostiednictvim série guanosinem iniciovanych transesterifikaci.
Obvykle se chovaji jako mobilni elementy a kdéduji vlastni ,,homing“ endonukleazu
katalyzujici jejich integraci.

Zivotni cyklus bakteriofag mize probihat formou lytické infekce (virulentni a
mirné fagy) nebo lyzogenizace (mirné fagy). Pii lytické infekci dochazi k adsorpci
virionu na povrch bunky, vstupu DNA do bunky a jeji replikaci, syntéze proteint fa-
gového kapsidu, sestavovani virionu a lyzi bunky. Pii lyzogenizaci virion adsorbuje na
povrch bunky, DNA vstupuje do buniky a dochazi k integraci (zaclenéni) fagového
genomu do specifického att-mista na chromosomu bakterialni buniky (zména na pro-
faga). Profag se replikuje a dédi jako soucast chromosomu lyzogenni bakterialni bunky
do jejiho potomstva. Lyzogenie je vhodné strategie pro pieziti jak faga, tak jejich
hostitelt. Zmeény fenotypovych vlastnosti bakterii navozené fagy se obecné oznacuji
jako fagové nebo téz lyzogenni konverze. Bunka ziskadva po lyzogenizaci nové
vlastnosti, které ji mohou v uré¢itém prostiedi poskytnout selekeni vyhodu (Briissow et
al. 2004). U patogennich baktérii zname fadu ptiklada lyzogenni konverze ovlivaujici
zejména virulenci podminénou raznymi mechanismy jako je tvorba extracelularnich
toxint, schopnost adheze, tvorba enzymu pro invazivitu, tvorba enzyma pro intrace-
lularni prezivani, zména povrchovych antigent, zvyseni rezistence k seru, ziskani gent
pro reparaci mutacnich poskozeni nebo tvorba bakteriocint (Tabulka 3).

Tabulka 3. Nejvyznamngjsi faktory virulence kodované fagy.

Protein Gen Fag Bakterialni hostitel
Diftericky toxin tox R-phage Corynebacterium
diphtheriae
Neurotoxin Cl Phage C1 Clostridium botulinum
Shiga toxin stx1-2 H19B Escherichia coli
Stafylokokoveé enterotoxiny A, sea, see, seg, dN315, $p42, Staphylococcus aureus
E.G, K, L,P sek, sel, sep dMU50A
Exfoliativni toxin A eta OETA Staphylococcus aureus
Erytrogenni toxiny typu Al, speAl, A3, C, I, T12, CS112, Streptococcus pyogenes
A3, C,I,H, M, LaK H, M, L, K 8232.x,315.x
Cholera toxin CtxAB CTXf Vibrio cholerae
Leukocidin Iuks, lukF dPVL, ¢SLT Staphylococcus aureus
O-antigen acetylaza oac Sf6 Shigella flexneri
Membranovy protein Mu-podobné Neisseria meningitidis
Glukosylace rfb, gtr P22, e34 Salmonella enterica
Superoxid dismutaza sodC GIFSY-2 Salmonella enterica
Neuraminidaza nanH Fels-1 Salmonella enterica
Hyaluronidaza hylP H4489A Streptococcus pyogenes
Stafylokinaza sak $13, ¢42 Staphylococcus aureus
Adhesin vir MAV1 Mycoplasma arthritidis
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Bakteriofagy tedy hraji vyznamnou ulohu v biologii svych hostiteld. Kromé
toho, ze lyzuji nebo lyzogenizuji razne kmeny jednotlivych bakterialnich druht se
podstatné podileji na jejich genetické variabilité (Obr. 7). Rada faga uskute¢iiuje
pienos chromosomovych a plasmidovych gena mezi svymi hostiteli transdukci a
fagem zprostiedkovanou konjugaci a prispiva tak k rychlému vyskytu a Sifeni kmena
rezistentnich k nové zavadénym antibiotikm a k dalSim antibakterialnim latkam.

A c

2
3704

Streptococcus
pyogenes

CFT23,

CT18-06

Staphylococcus

Salmonella

aureus enterica

Obr. 7. Variabilita v obsahu profagt na ptikladu nekterych bakterialnich druht (podle
Canchaya et al. 2003).

Kromé vyuziti faga jako modelovych systému v zakladnim vyzkumu existuje
cela fada dalSich oblasti, kde maji bakteriofagy uplatnéni (Obr. 8).

Schopnost fagt lyzovat jen urcité kmeny bakterii se stala zakladem fagove
typizace, kterd je v Sirokém meéfitku vyuZivana k charakterizaci kmend roda
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Staphylococcus, Salmonella aj. zptasobujicich infekce v humanni i veterinarni klinické
oblasti.

DalSim zpusobem vyuziti bakteriofagt (zejmena virulentnich a polyvalentnich)
je tzv. bakteriofagova terapie pouzivand jako alternativni zptasob lécby
stafylokokovych onemocnéni, zejména infekci zpusobenych kmeny vyznacujicimi se
rezistenci k antibiotikim. Vyhodou fagové terapie je cilené usmrcovani bunék
patogenniho kmene, na rozdil od jinych léciv, kterd pusobi nespecificky i na
prirozenou mikrofléru makroorganismu. Fagovou terapii lze rozdélit do nasledujicich
kategorii: (a) aplikace fagovych ¢astic ve formée purifikovanych lyzata pripravovanych
in vitro, jejichZ lytickym pasobenim vznikd autovakcina; (b) aplikace fagovych
konstrukta s definovanou genetickou informaci, bez nezadoucich gent, a navic se
zvySenou lytickou schopnosti; (c) lokalni aplikace lytickych enzymu produkovanych
bakteriofagy nebo enzymu se zvySenou lytickou aktivitou upravenych metodami
proteinového inzenyrstvi (spreje, kapky, masti); (d) aplikace in vitro ptipravenych
transdukujicich fagovych castic nesoucich vektor s geny s letadlnim ucinkem pro
bakterialni bunku; (e) vyuZiti antibiotik inspirovanych fagovymi proteiny, které maji
inhibi¢ni ucinky na replikaci bakteridlnich bunék (Liu et al. 2004). Vyzkum
bakteriofagti v souvislosti s jejich vyuZitim pro terapeuticke Gcely je velmi
perspektivni, o ¢emZ svédci zvySujici se svétovy trend narastu poctu publikaci
zabyvajicich se touto problematikou a vznik nejméné 20 specializovanych firem.

Genové inZenyrstvi Genomika bakteriofagi Fagotypizace
|
Pramyslove Zakladni Klinicke
fermentace vvzkum obory
I »| Virulence
} ' '
Molekular- Identifikace Evoluce Fagova
ni metody faga genomu terapie
v
Systémy Antibiotika a
re)z/istence jeptaciy i CTEUOg terapeutika
o genetika tvpizace PEUL
v k fagam v odvozena z
— - - V_ fagovych
Identifikace Vylepseni Diverzita geni
proféagi/selekce bakterialnich bakterialnich
kmeni kmeni aenomi

Obr. 8. Schematicky diagram znazornujici vyznam bakteriofaga v zakladnim vyzkumu a
klinické a biotechnologické praxi (upraveno podle McGrath et al. 2004).
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Negativni puasobeni bakteriofaga je vyznamné v oblasti pramyslovych
fermentaci zalozenych na biochemickych aktivitach mikroorganismi jako napf.
velkokapacitni vyroba aminokyselin, antibiotik a nejraznéjSich enzyma, mlékarensky
pramysl (jogurty, syry, atd.) a masny pramysl (salamy). Ztraty zptisobené pasobenim
fagt maji zna¢ny negativni ekonomicky dopad. Lyticka aktivita fagti nebo uvolnénych
profaga vede k vyraznému poklesu bakteridlni biomasy, sniZzeni mnozstvi Zadaného
produktu a k ovlivnéni chuté a vané potravin. Velkd pozornost ve vyzkumu fagu je
proto vénovana pripravé produkenich kmend, u nichz je necitlivost k fagaim navozena
cilenou upravou jejich genetické informace. Metodami genového inzenyrstvi se
modifikuji bakteridlni kmeny tak, aby postradaly receptory pro adsorpci faga, jsou
vnaseny geny pro restrikéni endonukledzy, geny zabranujici vyjadieni fagovych gena
(ori, antisens RNA) a geny zabranujici infekci faga (represory, gen sie).

Na zavér je uveden priklad vyuziti profaga pti molekulrni typizaci druhu
Staphylococcus aureus (Obr. 9). Perspektivni metoda profagové typizace vyvinuta na
pracovisti autora (Panticek et al. 2004) ma rozliSovaci schopnosti vysSi nebo
srovnatelné se stavajicimi metodami pro DNA ,.fingerprinting“ a maze byt vhodnym
doplnkem napi. k makrorestrikéni analyze provadéne pulzni gelovou elektroforézou.
Pro identifikaci fagt a profaga byly v této studii ptipraveny z genomovych sekvenci
jednotlivych druha stafylokokovych bakteriofaga specifické molekularni sondy,
pomoci nichz lze v bakteriich stafylokoku pritomnost profaga prokazat. V genomech
fagl mezinarodni standardni tady byly identifikovany a stanoveny DNA-sekvence,

1. Stanoveni genetické 2. Vyhledani druhové 4, Navrzeni druhové specifickych sond a zavedeni
pribuznosti fagi S. aureus  specifickych sekvenci  multiplex PCR pro detekci profagi u S. aureus
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Obr. 9. Schematické zndzornéni vyvoje metody molekularni typizace kmena Staphylococcus
aureus zaloZené na rozdilech v obsahu proféagu.
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specifické soucasné pro séroskupiny a fagové druhy: séroskupina A (¢3A), B (P11-
M15), F (¢77) a L ($187). Optimalizaci sady primera navrzenych ve specifickych
sekvencich byla vyvinuta a zavedena multiplex PCR pro identifikaci faga jednotlivych
sérologickych skupin a ptimy dukaz pritomnosti profagu jednotlivych druhi v genomu
kmena S. aureus v jediné reakci PCR, umoZnujici ziskat pro kazdy fagovy druh
amplifikaéni produkt charakteristické velikosti (Obr. 9). Metoda detekce profagu byla
ovérena jak na uméle lyzogenizovanych kmenech, tak na kmenech z klinického
materidlu. Pomoci této metody Ize do vySe zminénych druha klasifikovat také vSechny
dalsi stafylokokové fagy a profagy, u kterych byly jiz popsany genomy. Jelikoz se
obsahem profagu lisi i velmi blizce ptibuzné stafylokokové kmeny, lze ,profagovy
profil“ kmenut vyuZit téZ jako novou genotypizac¢ni metodu k jejich odliSeni a k velmi
spolehlivé identifikaci, napt. pii epidemiologickych studiich. Na rozdil od klasické
fagotypizace ma uvedeny postup vyhodu piedevsim v tom, Ze je nezavisly na citlivosti
testovanych kmenu k fagam. Identifikace profaga pomoci multiplex PCR je snazsi nez
pomoci konven¢nich metod jako je indukce UV-svétlem nebo mitomycinem C; navic
je specifickd a umoznuje soucasné provést jejich zarazeni do fagovych druhu.
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Biotechnologické vyuziti rostlinnych vira a jeho perspektivy
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Pojem ,yvirus“ u vétSiny lidi asociuje nemoc, nebezpeci, nebezpecné infekce,
problematickou lé¢bu, u poucengjSich pak i konkrétné HIV nebo ebola. V hlubokém stinu
téchto témat stoji rostlinna virologie. Ta se ani zdaleka nemuze py3nit tak atraktivnimi viry
s podobnym dramatickym dopadem na lidské zdravi, piesto se v ni rozvijeji zajimave oblasti,
které by mohly za kratky ¢as podstatné ovlivnit kvalitu naSeho Zivota. Rostlinné viry se
stavaji totiZ zajimavé i pro virology zabyvajicimi se viry patogennimi pro ¢lovéka a Zivocichy
a to pravé pro to, Ze jsou patogenni pouze pro rostliny. U lidskych a jinych infekenich vira je
totiz velkym problémem mnoZeni téchto vira v hostitelskych organismech nebo tkanovych
kulturach, které je nezbytné pro ziskani dostate¢ného mnoZzstvi viru pro vyzkum ale i pro
piipravu protilatek a rovnéz i bezpecnost prace vyzkumnika. V souc¢asnosti jsou jiz zvladnuty
technologie produkce nejen peptidd, ale i celé fady (i velkych) proteini ve vektorech na bazi
rostlinnych vira. | proteiny viru HIV tak mohou byt produkovany a ziskany velmi bezpe¢nym
zpusobem, ktery nepiedstavuje pro toho, kdo stakovymto vektorem pracuje, vyznamné

nebezpedi.

Jaké vlastnosti mame k dispozici p#i praci s rostlinnymi viry? Piedevsim celou Skalu
typa a velikosti genomu (jedno i dvojietézcovy, DNA i RNA, segmentovany i
jednomolekulovy, o velikosti n¢kolika set nukleotidi az po témér pulmegabasové), které
umoZznuji zvolit si strategii exprese a upravit celou fadu vlastnosti virového vektoru podle
konkrétnich pozadavki. Vyznamnou vlastnosti je snadny mechanicky pienos fady vira — staci
»Stavou infikované rostliny lehce pottit povrch listu citlivé rostliny. Misty infekce se stanou
poskozené trichomy nebo jiné povrchové vrstvy epidermalnich bunék, ze kterych se virova
infekce béhem jednoho aZ dvou tydnut rozsiti do celé rostliny. Existuji rostlinné viry s velmi
uzkym ale i jiné s velmi Sirokym rozmezim hostitelt. Pokud by bylo Zadouci vytvoienou
konstrukci rozsSitit do populace, ziejmé by byl pouZzit virus s Sirokym rozmezim hostiteld.
Pokud bychom potiebovali co nejvétsi bezpecnost a izolaci vytvoreného konstruktu, zvolili
bychom virus s omezenym rozmezim hostitela. Neméné duleZity je vytéZzek virovych ¢éstic:

jsou znamy kombinace virus-hostitel, kde muzeme z 1 kg rostlinnych pletiv izolovat az
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gramova mnoZzstvi viriona. Toto mnoZstvi staci na nékolik tisic imunizaci (lidi, zvifat...)
a potrebnou hmotu rostlin je pritom mozné vyprodukovat na nékolika metrech ¢tverecnich.
Podobnou efektivitou se dosud nemuize pochlubit Zadn4 jina biotechnologie.

Izolace viriona je ptitom velmi jednoducha a levna — z homogenatu infikovanych
rostlin jsou extrakci chloroformem odstranéna listova barviva a makromolekuly jsou za
chladu vysrazeny polyetylenglykolem (napi. PEG 6000) v pfitomnosti nékolika procent
chloridu sodného. Po centrifugaci ziskame jiz hruby purifikat viriona, ktery se piecisti dalSi
centrifugaci. Cely proces trvd méné nez jeden den a néklady na chemikalie jsou v fadu
nekolika korun (vyjma centrifugy). Vyhod popsaného zpusobu izolace muZzeme vyuZit i v tom
piipade, kdy modifikujeme pouze gen pro kapsidovy protein téch isometrickych vira, které
jsou schopné tvorit virové c¢astice i bez pritomnosti nukleové kyseliny, jako jsou napt.
Comoviry, a izolovat prazdné viriony. U ty¢kovitych a vlaknitych viri se budou virové

castice tvorit vzdy jen v piitomnosti nukleové kyseliny.

Vytvoreni efektivniho virového vektoru vsak neni trivialni zaleZitosti. Musi byt
zajisténa funkce fady cis-pusobicich elementd, které zajisti adekvatni replikaci a Siieni
v hostiteli se soucasnou vysokou expresi ciziho genu. Tady jde pokrok ruku v ruce
s poznavanim detaila uspofadani genomu, jejich expresi a zpasobu regulace. U nékterych vira
je znamo vice detaild, u jinych méng. Uspésnost modifikaci se pak projevi v zavislosti podle
toho, jak moc nebo jak malo se podatilo zachovat nebo napodobit piirozené regulacni motivy
a strategii exprese viru. DaleZitou vlastnosti vektoru musi byt i jeho stabilita: vektor musi byt
natolik stabilni, aby vytvaiel Zadouci produkt (peptid, antigen, protilatku ale tieba i viriony),
ale soucasné i tak nestabilni, aby byl jen velmi malo konkurenceschopny ve srovnani
s divokou formou viru a pravdépodobnost jeho pieZiti v prostredi pti nechténém Uniku byla

v v

3-4x bez zmeény vlastnosti. Pokud maji byt exprimovany geny jiné nez rostlinne, byva
vyhodné optimalizovat vyuZiti kodonu tak, aby bylo co nejblizsi pouzitému rostlinnému
hostiteli (napt. tabaku). Samoziejmosti jiZz je odstranéni téch gent z genomu vira, které

u jejich divokych forem zajist'uji pitenos hmyzimi pienaseci.

Pro¢ se snaZzime vytvaiet ume¢lé konstrukce a generovat rady mutaci? Duvodu je
nekolik: predevsim tyto konstrukce slouZi ke
e ZjiSt'ovani funkci virovych gena

e zjiStovani interagujicich proteini a genomovych segmenti hostitele
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e navozovani rezistence (odolnosti) rostlin proti viram

e produkci epitopa (antigent) pro vakcinaci veetné tzv. ,jedlych vakcin

e produkci kompletnich geni

e vyuZiti kapsidu vira jako ,,IeSeni* pro nanotechnologie.

Jaké geny je nejvhodnéjsi modifikovat? Pokud neni vhodné exprimovat gen
samostatng, pak jednoznacné gen pro kapsidovy protein (CP).

e Viriony vétSiny vira obsahuji jen kapsidovy protein (a genom)

e Nejcastéji exprimovanym genem je praveé CP

e Ostatni virové proteiny jsou syntetizovany v mnohem mensi mire — musely by se

izolovat z hostitele

e U vetSiny vira sekvenci CP genu zndme

Exprese epitopi (peptidi)

Z hlediska velikosti vnaSenych inzerci se jedna o relativné nejsnazsi ukol. Na druhou
stranu, aby byla exprese UspéSna a konstrukt fungoval podle zadani, to jest, aby virus na
povrchu svych ¢astic nesl vloZzené antigenni determinanty, je nutné splnit minimalné jeden
piedpoklad: musime umistit inzerce do téch mist gent, kterd jsou po expresi a sloZzeni
umisténa na povrchu viriond. Jinymi slovy, je treba znat sekundarni usporadani kapsidového
proteinu. V soucasnosti jsou k dispozici rentgenstrukturni data o stavbé Sesti kulovitych vira
a jednoho s ty¢kovitymi viriony — TMV.

Z isometrickych vira se pro tyto Gcely nejéastéji pouzivd virus mozaiky vigny
(Cowpea mosaic virus - CPMV). Tento virus méa kapsid sloZzeny z dvou riaznych proteint, pro
modifikace se pouZiva gen pro mensi protein (viz obr.1). Geny pro epitopy jsou vkladany do
povrchové smycky BB - BC, ktera ma u originalnich izolata délku 8 aminokyselin, mezi

aminokyseliny 22 a 23 (obr.2).
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Obr.1. Model usporadani malé (A) a velké (B)
podjednotky kapsidového proteinu comoviru.
Sipka ukazuje na inzeréni misto. Upraveno
podle Johnson et al. Annu. Rev. Phytopathol.

1997. 35:67-86
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Obr.2. Detail smycky pB-BC. Vievo je
smycka normélni formy, vpravo smycka s
inzerci 11 aminokyselin

Do uvedeného mista bylo v poslednich letech vloZeno vice nez 50 raznych gena. Ve

vétsing piipadu nebyla ovlivnéna Zivotaschopnost ani schopnost mechanického ptenosu viru.

Konstrukce, pokud nebyly delSi nez 30 aminokyselin, byly stabilni i po deseti pasazich a

zachovavaly si imunogenni vlastnosti. Piikladem uUspéSné technologie muze byt exprese

linearniho epitopu viru enteritidy norka (Mink enteritis parvovirus) a pouZiti takto

upraveného viru k vakcinaci zvifat. (Dalsgaard et al., 1997)

Priklady konstrukci v kapsidovém proteinu CPMV

Konstrukce sekvence smy¢ky infekénost sysvt,eizmcgvé vytéZzek
Sifeni

Wt MIAST PPAPFSDVT + + wt

FMDV-I MIAST YSRNAVPNLRGDLQVLAQKVARLP |STPPAPFSDVT + 1% wt

FMDV-II MIAST VPNLRGDLQVLAQKVARTLP DVT

HIV-1I MIASTPPA |PRGPDRPEGIEEEGGERDRDRS PFSDVT + + wt

HRV-II MIASTPPA |[KDATGIDNHREAKL PFSDVT + + wt

wt-normalni forma viru, FMDV-foot-and-mouth disease virus, HIV-human immunodeficiency virus, HRV-human rhinovirus

Data prevzata z: Lomonossoff &Johnson 1995 Seminars in virology 6: 257-267

Druhym vektorem, ktery je pouZivan pro expresi epitopd, je virus mozaiky tabaku
(TMV). Genom TMV je kolem 6400 nukleotida dlouhy a geny pro replikdzu, RNA

polymerazu, transportni protein (MP - zaji$t'uje Siteni z buniky do burnky), a kapsidovy protein

v Iy

(je rovnéz nezbytny pro Siteni viru v hostiteli) jsou umistény ve tiech ORF (obr. 3).
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Jeho kapsidovy protein je relativné maly — tvoti ho jen 158 aminokyselin. Na povrchu
viriona jsou umistény oba konce jednotlivych podjednotek a jedna vnitini smycka za
aminokyselinou 63. Tento virus vynika ptedevsim snadnym mechanickym prenosem a velmi
vysokymi vytéZky. Piikladem zaclenéni a exprese epitopu ve vnitini smyéce TMV je
sekvence malarialniho epitopu ,,AGDR* krvinkovky Plasmodium vivax (Turpen et al., 1995).

replikaza RNA

replikaza polymeréza

Cteni pres UAG subgenomoveé /

promotory

Obr. 3 Uspofadani genomu viru mozaiky tabaku mista modifikaci

Postup teSeni pii modifikaci C-konce kapsidového proteinu TMV demonstruje série
experimentd Hamamota et al. (1993) na konstrukci pro tvorbu angiotensin-l1-converting
enzyme inhibitoru (ACEI). ACEI je peptid sloZeny z 12 aminokyselin, ktery ma pii oralnim

podavani antihypertenzni G¢inek.

CP
—

-—-CCTGCATCTTAAATGCA--- pTLW3
P A S *

-—-—-CCTGCATCTTAGCAATTAAGATTCTTCGTTGCTCCTTTTCCTGAAGTATTCGGTAAGTAAATGCA-- pTLRT
Vel = BE— D ——

" ACEI
-——-CCTGCACAATAGCAATTAAGATTCTTCGTTGCTCCTTTTCCTGAAGTATTCGGTAAGTAAATGCA-- pTLRTA

¢
-—--CCTGCATCATAGCAATTAAGATTCTTCGTTGCTCCTTTTCCTGAAGTATTCGGTAAGTAAATGCA-- pTLRTB

¢
-——-CCTGCATCTTATCAATTAAGATTCTTCGTTGCTCCTTTTCCTGAAGTATTCGGTAAGTAAATGCA-- PTLRTY
P A STyrlQ L R/F FV APZFZPEVF G K *

Konstrukce TMV vektoru s vloZzenym genem pro ACEI. Termina¢ni koddn je podtrzen, mutace pred prvnim
termina¢nim kodonem jsou oznaceny klinkem

Bylo zjisténo, Ze pokud jsou modifikovany vSechny molekuly CP vloZenim genu pred
terminac¢ni kodon, nedochazi k tvorbé viriont. Proto byl pavodni termina¢ni kodon TAA
zmeénén na TAG, ktery je v rostlinné bunce z 5% suprimovan (konstrukce pTLRT). Mutaci
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TCT na CAA (konstrukce pTLRTA) a mutaci T—>A pred TAG termina¢nim kod6nem
(konstrukce pTLRTB) byla vytvoiena mista, ktera jsou identicka se suprimovanym mistem na
jiném misté¢ genomu TMV (viz obr.3). Tyto zmény zpasobily, Ze se zvysSila suprese TAG
termina¢niho kodonu CP aZz 10x na 50%. Peptid ACEI je umistén za tripeptidem QLR, od
kterého je mozné ACEI odstépit trypsinem. Nejvyssi vytéZek viak méla konstrukce pTLRTY,
kde byl termina¢ni kodon nahrazen kodénem pro tyrosin.

Jak bylo naznaceno na piedchozim prikladu, v piipadé exprese peptida je nékdy
Zadouci, aby je bylo mozné co nejsnadnéji z hostitele izolovat a ziskat v Cisté podobé. To se
zajisti nejcasteji tak, Ze peptid je exprimovan jako fazni protein s proteinem (proteiny)
tvoricim kapsid, a po izolaci viriona je pak z fazniho proteinu odstépen vhodnou protedzou.
V piipadé, Ze se viriony netvori, vyuZziva se afinitni vychytadvani. Tento postup byl
demonstrovan vektorem na bazi TMV, do jehoZ genu pro kapsidovy protein byl piidan epitop
sedmi aminokyselin rozezndvany streptavidinem. Viriony byly pouZity pak pro afinitni
vychytani streptavidinu z kultury Streptomyces avidinii. Streptavidin byl pak uvolnén z ¢astic

zménou pH a cisty ziskan filtraci pies membranovy filtr (Negrouk et al., 2004).

Exprese proteinia

Prvni modifikace vira byly provadény
z dtvodu snazS8i manipulace s DNA piedevsim
s caulimoviry, z jehoZ typového zastupce — viru

Zilkové mozaiky kvétdku (Cauliflower mosaic

I

SN\
v \“Iﬂ

virus - CaMV) pochézi v biotechnologiich velmi
popularni promotor 35S. Tyto viry maji kruhovy
genom tvoieny dsDNA a kodujici 4-6 proteina
(obr.4). Prvni tti geny se u caulimovirt prekryvaji Obr4 V
Schema genomu caulimoviru. Geny jsou

oznaceny I-VI. Trojuhelniky ukazuji pozice
promotora a zesilovaca transkripce.

0 piesny pocet nukleotidi a jejich exprese je

podminéna  ptitomnosti  slozitych  struktur
v nekodujicich oblastech. Navic, jediny gen, ktery
je mozné bez nésledki na Zivotaschopnost viru zamenit a ktery je nezbytny pro pienos viru
mSicemi, je relativné maly gen Il (470 para basi - pb). Byly vytvoreny viry se substituci
tohoto genu za geny podobné veliké - gen pro dihydrofolatreduktazu (234 pb) a gen pro

metalothionein (204 pb). Ukazalo se vSak, Ze u tohoto viru jsou mutanty mimoradné

21



nestabilni diky rekombinacim a konstrukce komplikuje nutny poZadavek na piesnost spojeni
gena I-11l. Ani typovy virus, ani jeho modifikace se v hostitelich nevyskytuji ve vétSich

koncentracich a proto se v sou¢asnosti jiZ tyto viry pro biotechnologie nepouZivaji.

Dalsi  pokusy  byly  provadény
sgeminiviry — viry s jednotetézcovym
cirkularnim DNA genomem. Tyto viry vsak
maji jeden z nejmensich a nejkompaktnéjSich
genomi: dlouhé Gseky kéduji prekryvajici se
geny, témét unikatné se u nich objevuje intron,
geny jsou umistény vsense i antisense

orientaci, zachovany rovnéZz musi zustat

intergenni oblasti, které obsahuji regula¢ni

Obr.5.
Schéma genomu viru zakrslosti je€mene

sekvence a promotory (obr.5). Jelikoz mutace
zvetSujici genom geminivira jsou nestabilni,
moznym feSenim byla substituce genu V1,
ktery zajiSt'uje Siteni viru vektory a systémoveé Siieni v rostling, nebo substituce celého ¢i ¢asti
genu pro kapsidovy protein (CP).

Témito piistupy byly do raznych geminivira zaclenény geny pro B—glukuronidazu,
neomycinfosfotransferazu, nebo  chloramfenikolacetyltransferdzu.  Tyto  konstrukty
produkovaly vlozené geny v protoplastech anebo v listovych discich, ale vzhledem
k poskozeni genu V1 nebo CP bylo jejich Siteni do systému hostitele znemoznéno. Tim je
rozsah pouZiti geminivira jako vektora silné omezen, i kdyZ jsou jednou z méla celedi vira

infikujicich jednodéloZné rostliny.

Dalsi pokrok byl podminén uspéchy v pripravach infekénich cDNA klona a in vitro
infekénich transkripti virt s pavodné RNA genomem. Infekéni DNA klony RNA vira jsou
fizené zpravidla promotorem 35S. Infekéni RNA piepisované in vitro z kompletnich DNA
klond, jsou fizené promotory T7, T3 nebo A fagt a pro dosazeni infekénosti obvykle potiebuji
piipojit na 5° konec strukturu cepicky. Z vice neZz dvaceti infekénich transkripti a cDNA
klont raznych vira se nejcastéji modifikuji TMV a X virus bramboru (Potato virus X — PV X,
obr. 6).
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ProtoZze virus mozaiky tabaku translatuje MP a CP ze subgenomovych RNA
s vlastnim subgenomovym promotorem (viz obr. 3), je nutné zajistit expresi vloZzeného genu
rovnéZz subgenomovym promotorem. ProtozZe piitomnost dvou identickych promotora by
vedla k brzké rekombinaci a vystépeni vlozeného genu, osvédcilo se pouzit pro konstrukci
promotor s piibuzného viru. Pomoci subgenomovych promotora a vektoru na bazi TMV byly

v rostlinach exprimovany napi. kompletni monoklonalni protilatky (Verch et al., 1998).

Genom vlaknitého viru PVX toleruje zac¢lenovani velkych inzerci a to nejen jako
samostatné geny fizené subgenomovym promotorem CP PV X, ale i jako fuzované konstrukce
s kapsidovym proteinem. PrestoZe nejsou dosud znamé krystalografické Udaje o usporadani
CP tohoto viru, vi se, Ze na povrchu viriona je lokalizovan C-konec tohoto proteinu. Nejlepsi
konstrukce schopné Siteni do systému hostitele obsahovaly Zadany gen, gen pro protedzu 2A
viru slintavky a kulhavky spojeny s 5"-koncem genu pro kapsidovy protein. V infikovanych
rostlinach se tvofil fazni protein a malé mnozstvi samostatného CP, ktery byl odStépovan
protedzou 2A, a ktery je nezbytny pro Siieni PVX do systému. Protedza 2A je peptid o délce
jen 16 aminokyselin a proto vyznamné nezvétSuje celou konstrukcei (Chapman et al. 1992).

TGB2
replikaza TGB1| TGB3 CP

: o

| 4 | 4

Obr. 6. Usporadani genomu PVX. TGB1-3 — proteiny zajiStujici Sifeni viru

Slibny expresni systém piedstavuje pouZiti satelitnich RNA, jejichZ replikace zavisi
na pomocném viru. Nékteré koduji nestrukturni geny, které je mozné zaménit za pozadovany
gen, netvoii vak viriony a replikuji se G¢inngji neZz pomocny virus. Pro ucinnou replikaci
staci pritom zachovani jen minimalni délky puvodnich 5°a 3 konca satelitni RNA, které jsou

rozeznavané replikdzou pomocného viru (Lin et al. 1995).

VyuZiti kapsidu vira jako ,,leSeni* pro nanotechnologie

Soucasna chemie se snazi pripravovat struktury typu fulerent vhodné pro katalytické
ucely, jako nové elektronické konstrukeni prostiedky, pro usmériiované podavani 1éciv,
amnoho jinych aplikaci. V piirodé se v3ak podobné molekuly jiz vyskytuji ve formée

nejraznéjSich virovych ¢astic. Pfitom viriony maji vlastnosti, které jsou zatim mimo
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schopnosti soucasné chemie: v zavislosti na pH a dalSich parametrech mohou ménit svou
velikost, prostupnost pro razné velké molekuly a dostupnost funkénich skupin. Zménou
téchto parametra je tak moZzné napi. dosédhnout uvolnovani latek enkapsidovanych v jinak
prazdnych virionech napt. CPMV (Douglas and Young, 1999, Wang et al., 2002).

Jinou oblast vyuZiti piedstavuje pokovovani virionta. Pokovené viriony TMV se
podafilo agregovat a vytvorit dutd nanovlakna o délce aZz nékolika mikrometra.
Technologicka vyuZiti téchto struktur jsou jiZ mimo mij zabér virologa a zajemce odkazuji na

specializovanou literaturu.

Jak dale?

V soucasnosti mame n¢kolik fungujicich metodik, jak dosédhnout toho, aby se
v rostlinach tvofily proteiny podle naSich potieb: je to predevSim transformace genomu
hostitele nebo jeho plastida, vyvinutd do 80. let 20. stoleti, ptechodnd exprese genu
zprostredkovana Agrobacterium tumefaciens, a virova transfekce.

Stabilni transformace je ¢asové velmi narocny experiment a vytéZky pozadovanych
proteind u transformanti nejsou nijak vysoké — obvykle v rozmezi 0,1-0,5% rozpustnych
proteint. Transformace plastida poskytuje radoveé vysSi vytéZzky, piekdZzkou vsak byvaji
neékteré posttranslacni modifikace, které metabolismus plastidi nedokéZze provést. Rovnéz
proces transformace plastida je zdlouhavy a je prakticky nemozné ziskat gramova mnoZstvi
proteinu v kratSi dobé neZ je jeden rok. Transformace agrobakteriem tuto posledni piekéazku
odstranuje, ale proces agroinfekce vétsiho mnoZstvi rostlin je technicky stale zna¢né obtizny.
Navic listy infiltrovane agrobakteriem exprimuji proteiny opét ve srovnatelné nizkém
mnozstvi, jako pi#i stabilni transformaci. Z hlediska pramyslové produkce vyznamnych
mnozstvi proteina se tak jevi nejslibngjSi technologii virova transfekce. Existujici produkéni
vektory jsou neustale modifikovany umeélou evoluci tak, aby se v hostitelich Sitily rychleji,
vyménuji se MP a CP geny, aby bylo dosaZzeno jiného spektra hostiteld, upravuji se
hostitelské rostliny tak, aby neumlcovaly expresi virovych gent, mezi mezidruhovymi
kiiZenci se hledaji novi hostitelé virovych vektort, vSe s cilem co nejekonomictéjsi produkce
pozadovanych proteinu.

Na vySe uvedenych piikladech byla demonstrovana rada vektora, které i pies sloZitost
a pouZziti fady elementia vylepSujicich expresi, prece jen vice méné kopirovaly stavbu
divokych forem vird. Vektorem byl vzdy kompletni virus, ktery dokazal infikovat bunku, Sitit
se do okolnich bun¢k a do celé rostliny, exprimovat proteiny, skladat virové castice. Infekce

v Iy

hostitele byla provadéna bud’ ptimo virem, nebo jeho infekéni RNA nebo DNA, rozSiteni viru
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vrostling trvalo 2-3 tydny a exprese poZzadovaneho proteinu byla v nejlepSim piipadé
srovnatelna sexpresi CP (asi 10% rozpustnych proteint). S pouZzitim téchto takzvanych
»kompletnich* virovych vektort je spojeno riziko mozné rekombinace zpét do divoké formy
viru a ztraty vloZené konstrukce, v horsim ptipadé zrychlend evoluce viru nebo neocekévana
rekombinace do podoby agresivnéjSiho viru, protoZze vektor musi tvorit infekéni ¢astice a
musi mit schopnost Sitit se do systému hostitele.

V soucasnosti vSak vznika nova generace virovych vektord, které jsou zaloZzeny na
filosofii ,,dekonstruovanych® viri: virové funkce, které jsou omezujici, (napi. virus je prilis
specificky), nebo zbytné (tvorba infekenich virovych ¢astic) jsou delegovany na transgenniho
hostitele, ktery je pak poskytuje trans, nebo jsou nahrazovany elementy, které nepochazi
zvira (viz. http). Inokulace hostitele se neprovadi lokalni infekci virem, ale systémoveé
agroinfekci (Gleba et al., 2005). Priméarni infekci a systémovou distribuci zajistuje

agrobakterium, virovy vektor pak amplifikaci, vysokou hladinu exprese a Siteni z buiky do
bunky.

prom integrdza NOS

[ o INSET o

replikaza MP  AttP ter

. Sle B

x AttP intron GFP CP

B E.

| I T

Obr. 7 Systém expresniho vektora TMV fizeného integrazou

Pro Gspesnost konstrukci je dulezZité, Ze je mozné soucasné agroinfikovat bunky
nékolika konstrukty. V experimentu schematicky zndzornéném na obr. 7 byly pouZity tfi
konstrukty. K rekonstrukci virového vektoru dochazi po rekombinaci v lokusech Att tizené
integrazou a po vystépeni intronu. Systémové Siieni vektora zajistuje CP viru (Marillonnet et
al., 2004). Tato metoda ma jesté jednu podstatnou prednost: virovy vektor je vkladan do

hostitele ve dvou segmentech, z nich ale jen jeden nese gen pro poZadovany protein. Druhy

25



zajistuje mnoZeni a Siteni vektoru a je pro ruzné konstrukce univerzalni. Podstatné kratSi Usek
virového genomu se tak modifikuje mnohem snadnéji a rychleji.

Stejna skupina nedavno (kvéten 2005) piedstavila jesté jiny, az 1000x G¢inngjsi,
zpusob exprese viroveho replikonu vnéd3eného do rostlin agroinfekci (obr.8). Pres
nepopiratelné Uspéchy s piedchozim typem vektorta a jeho expresi byly nove konstrukce
modifikovany tak, aby se zvysila tvorba aktivnich replikont z primarnich transkripta, které
vznikaji v jadie bunék hostitele. Vektor, opét na bazi viru mozaiky tabadku, ma deletovany
usek MP, neobsahuje CP gen a nevytvaii proto viriony ani neni schopen se $itit do systému,
ale jen z bunky do buiky mezibuné¢nymi spoji. Tato nevyhoda je kompenzovana masivni
agroinfekci vSech nadzemnich ¢asti pti inokulaci bakterialni suspenzi. V sekvenci pro virovou
replikazu byly mutacemi nemeénicimi smysl kodddt odstranény motivy pripominajici
krypticka sestrihova mista. Déle byly 54 a 43 substitucemi mutovany Useky bohaté na thymin.
Vytvoreny vektor se replikoval 30x G¢inngji, neZz ptavodni. DalSimi modifikacemi bylo do
stejneho genu pridano az 15 intronu z Arabidopsis thaliana, které usnadnuji transport pre-
MRNA z jadra. Nejuspesnéjsi konstrukt se replikoval v témér v8ech infikovanych bunkéach a
pozZadovany protein tvoril 25-40% vSech rozpustnych proteind. Autoti spogcitali, Ze pole
o rozloze 1 ha by mohlo produkovat ro¢né 280-400 kg poZadovanych proteint (Marillonnet et
al., 2005).

Act2 replikaza MP GFP UTR Nos
ter

introny

Obr.8 Konstrukéni mapa TMV vektoru. Act2 prom — promotor z A.thaliana, UTR-3 konec genomu
T™MV

Za ctvrtstoleti snah o vyuZiti rostlin pro levnou produkci poZadovanych proteina bylo
dosaZzeno velmi vyznamnych vysledki. Stabilni transgeny kukutice, soji a baviniku dobyvaji
svét, ale o ,,pravé” biotechnologie u nich nejde, je to ,jen“ vylepSeni nékterych vlastnosti
rostlin. Cestou od malych inzerci v kompletnich virovych vektorech jsme se naucili posuzovat
vztahy virus-hostitel komplexnégji. Vysledkem je zatim nejacinnégjSi metoda kombinujici
agroinfekci a virovou infekci spolu s modifikaci hostitele. Tento pfistup ,,dekonstruovaného®

virového vektoru zvySuje ekologickou bezpec¢nost konstrukci a ucinnost exprese systému.
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Cely proces pripravy konstruktu je diky systému segmentt podstatné zkracen a pramysloveé
(farmaceuticky, lékarsky) vyznamna mnozstvi rekombinovaného proteinu je mozné ziskat jiz
béhem 3-4 tydnd. Cena jedné davky vakciny produkované timto zptisobem byla vypoétena na
mén¢ nez 0,01 USD. Budoucnost ukéze, zda dojde k vétSimu rozSitreni této technologie a zda

se nedockame i takové ,,Silenosti* jako vakcinace mrkvovym salatem.

Priklady vektora, nékteré jejich vlastnosti a pouziti
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Geminiviry sscDNA | oemezené systémové DNA genom Annu.Rev.Plant Physiol. Plant

Sifeni

Mol.Biol. 45; 79-112

Virus mozaiky vigny

ssIRNA

segmentovany RNA genom

vysoky vytézek, exprese

Usha 1993 Virology 197: 366-374
Gopinath 2000 Virology 267: 159-

(Comovirus) peptida v CP, 173

Virus mozaiky okurky R Natilla 2004 Arch.Virol. 149: 137-

(Cucumovirus) ssIRNA vysoky vytéZzek 154

Virus mozaiky vojtésky P . _ Toleruje velké inzerce v | Yusibov 1997 PNAS 94: 5784-
ssIRNA | mélo informaci o pouziti

(Alfamovirus)

CP

5788

Potyviry

ssIRNA

ekvimolarni exprese

Siroky i Uzky okruh
hostiteld, exprese
peptidd i gend

Jagadish 1993 BioTechnology 11:
1166-1170

Virus mozaiky tabaku
(Tobamovirus)

ssIRNA

velmi vysoky vytézek,
exprese peptidd i gend,
existuje modularni
systém vyuzivajici
transgenni rostliny

Sugiyama 1995 FEBS Lett. 359:
247-250

Haynes 1986 BioTechnology 4:
637-641

Kumagai 1993 PNAS 90: 427-430
Bendahmane 1999 J.Mol.Biol.
290: 9-20

X virus bramboru
(Potexvirus)

ssIRNA

patentované pouziti
protedzy 2A v konstrukci

vysoky vytézek, exprese
gena

Santa Cruz 1996 PNAS 93: 6286-
6290

Hendy 1999 J.Imm.Meth. 231:
137-146

Satelitni RNA

ssIRNA

malo informaci o pouziti

toleruje velké inzerce,
exprese genl

Lin 1996 PNAS 93: 3138-3142

c-cirkularni, I-linearni genom, CP-kapsidovy protein

Reference

http://www.icongenetics.com/

Dalsgaard et al. (1997) Plant-derived vaccine protects target animals against a viral disease
Nature Biotech. 15: 248-252

Douglas & Young (1999) Virus Particles as Templates for Materials Synthesis Advanced
Materials 11: 679-681

Gleba et al. (2005) Magnifection — a new platform for expressing recombinant vaccines in
plants Vaccine 23: 2042-2048

Hamamoto et al. (1993) A new tobaco mosaic virus vector and its use for the systemic
production of angiotensin-1-converting enzyme inhibitor in transgenic tobacco and
tomato Bio/Technology 11: 930-932

Chapman et al. (1992) Potato virus X as a vector for gene expression in plants Plant J. 2:
549-557

Lin et al. (1995) The open reading frame of bamboo mosaic potexvirus satellite RNA is not
essential for its replication and can be replaced with a bacterial gene PNAS 93: 3138-
3142

27



Marillonnet et al. (2004) In planta engineering of viral RNA replicons: efficient assembly by
recombination of DNA modules delivered by Agrobacterium PNAS 101: 6852-6857

Marillonnet et al. (2005) Systemic Agrobacterium tumefaciens-mediated transfection of viral
replicons for efficient transient expression in plants Nature Biotechnology 23: 718-
723

Negrouk et al. (2004) Affinity purification of streptavidin using tobacco mosaic virus
particles as a purification tag Anal. Biochem. 333: 230-235

Smolenska et al. (1998) Production of functional single chain antibody attached to the surface
of a plant virus FEBS Lett. 441: 379-382

Turpen et al. (1995) Malarial epitopes expressed on the surface of recombinant tobacco
mosaic virus Bio/Technology 13: 53-57

Verch et al. (1998) Expression and assembly of a full-length monoclonal antibody in plants
using a plant virus vector J.Immunol. Meth. 220: 69-75

Wang et al. (2002) Natural Supramolecular Building Blocks: Wild-Type Cowpea Mosaic
Virus Chem. and Biol. 9: 805-811

28



ZPRAVY

K nedozitym osmdesatinam doc. RNDr. Jana Necaska, CSc.

V letosnim roce by se dozil osmdesati let genetik dr. Jan Necasek, docent
Piirodovédecké fakulty UK (* 1925, + 1998). Zak a pokradovatel prof. Karla Hrubého
promoval v r. 1948. Po kratkém piisobeni v ustavu na fakulté¢ odchazi do Vyzkumného tstavu
antibiotik v Roztokach u Prahy, jako genetik a mykolog. Zde se setkdva s priamyslovou
mikrobiologii. Brzy se stal vedoucim oddéleni mikrobiologie. Spolu se svymi
spolupracovniky vyuziva poznatkl fyziologie a genetiky ke zvySovani produkce antibiotik.
Zvlasté pomoci mutaci a nasledné selekce. Zabyval se 1 produkci antibiotik jako doplitku
vyzivy hospodaiskych zvirat.

Vr. 1961 se dr. Necasek vraci zpét na fakultu. Zprvu jako asistent. Po tragickém
skonu profesora Hrubého a nasledné habilitaci jako docent obecné a mikrobialni genetiky a
vedouci ustavu genetiky. Zatimco jeho ucitel péstoval genetiku v celé Sifi, bylo na jeho zaku,
aby zavedl do Ustavu moderni sméry. Ty v 60.tych letech predstavovala genetika mikrobidlni
a mutace. V experimentalni praci na fakulté¢ doznivala jest¢ priimyslova mikrobiologie —
indukce auxotrofnich mutanti u Corynebacterium (primyslova produkce aminokyselin).

Ostatné se vénoval genetice hub rousSkatych (Hymenomycetes), které uvazoval jako geneticky

29



model. Experimentoval zejména s druhy Coprinus cinereus a Coprinus sterquilinus. Studoval
hereditarni podklad pro mutanty pomalu rostouci a sterilitu plodnic. Druhym objektem mu
byla klanolistka (Schizophyllum commune), u které tesil hereditarni podklad rezistence, resp.
inaktivace ucinku cykloheximidu. Nemalou pozornost vénoval mutagenezi.

Jeho &innost na Piirodovédecké fakulté UK konéi v roce 1980, kdy prechazi do Ustavu
experimentalni botaniky CSAV (pozdgji Ustav molekul. biologie rostlin AV CR) v Ceskych
Budéjovicich. Zde se vénuje genetické transformaci rostlin. Mimo jiné sledoval S$tépici
generace transformantli fepky olejné a geneticky podklad Stépeni, hospodatskou kvalitu a
odolnost transformovanych rostlin vii¢i virtim.

Vyznamna byla jeho ¢innost spoleéenska a pedagogicka. Byl ¢lenem Csl. mikrobiol.
spol., ¢lenem vyboru Csl. védecké spol. pro mykologii. Houby byly jeho velkou laskou.
Zasedal v redakci Biologickych listi a Ceské mykologie. Byl zakladatelem a dlouholetym
pfedsedou Genetické spolecnosti (t.¢€. Cestnym ¢lenem Genetické spol. G. Mendela). Pofadal
postgradudlni kurzy na Ptirodovédecké fakulté. Jezdil na instruktaze genetiky do stfednich
Skol. To bylo zvlast¢ dulezité po nékolikaleté vladé Lysenkovych teorii a Micurinské
biologie, aby stfedoskolsti profesofi odlisili skute¢nou genetickou védu od Lysenkovskych
zmatkl. Byl vzdy a to aktivné u toho, kdyz se néco délo v genetice. S generacné starSim
druhem prof. Seklou byly ptatelé. Za své zasluhy byl dr. Necasek vyznamenan zlatou medaili
J.G. Mendela CSAV a zlatou medaili Pfirodovédecké fakulty UK. Jeho védédecké prace
piesahuji ¢islo 70. Bibliografie viz P. Pikalek: Czech Mycology 49(1), 1996. Popularizoval
genetiku  vrozhlase. Byl autorem nebo spoluautorem deviti kniznich publikaci.
Nejvyznamnéjsi je Obecna genetika (J. Necasek, I. Cetl a kol., SPN Praha, 1974). Po svém
otci mistru zednickém a staviteli zdédil nesmirnou pracovitost, po své matce smysl pro
spoleCenskou angazovanost. Oboji uplatnil dr. Necasek ve své védecké, pedagogické a

spolecenské ¢innosti plnou mérou. Za to zasluhuje nase vzpomenuti a dik.

RNDr. Karel Pesina, CSc.

Ceské Budéjovice

30



Predseda GSGM prof. Stanislav Zadrazil sedmdesatilety

Dne 31. biezna 2005 oslavil predseda Genetické spolecnosti Gregora Mendela a jeji
dlouholety ¢len, prof. RNDr. Stanislav Zadrazil, DrSc., v pIné aktivité jiz sedmdesaté vyroci
sveého narozeni — pro naprostou vétsinu svych spolupracovniku, piatel, znamych i studenta
vyroci doslova neuveéritelné.

Prof.ZadraZil vystudoval Matematicko-fyzikalni fakultu Univerzity Karlovy v Praze
(1953-1958, obor chemie se specializaci biochemie) jako Zak profesora Kostite a Jindry na
katedie biochemie. Bezprostiedné po ukonceni svého studia nastoupil jako védecky aspirant u
prof. Sormové na Ustavu chemie a biochemie CSAV. Zde se zac¢al zabyvat biochemii
nukleovych kyselin, tedy oblasti, ktera ho v prabéhu jeho studia na MFF UK nejvice
poznamenala, a to, pfinejmenSim, dvéma zcela mimoiadnymi védeckymi udalostmi —
objevem dvousroubovicovité stavby molekuly DNA (1953) a formulaci tzv. Ustiedniho
dogmatu molekularni biologie o jednosmérném pienosu genetické informace (1958). Na
UOCHB CSAV pusobil aZz do roku 1977 pii feSeni probléma vztahu struktury a funkce
nukleovych kyselin, spojenych s vlivem nukleosidovych antimetaboliti, s lokalizaci
minoritnich nukleotidd v tRNA, s Ulohou opravné syntézy DNA u rostlin ovlivnénych
alkyla¢nimi mutageny a s pokusy o separaci a frakcionaci DNA se specifickou transformac¢ni
a transdukeni aktivitou u B. subtilis a u Rousova sarkomového viru. NejdulezitéjSim obdobim
tehdy pro ného byly roky 1966-67, kdy jako prvni stazista The Royal Society ve Velké
Britanii z Ceskoslovenska pracoval v oddéleni profesorti F.H.C.Cricka a F. Sangera v MRC
Laboratory of Molecular Biology v Cambridge a profesora W. Hayese v MRC Microbial
Genetics Unit v Londyné, kde m&l moZnost seznamit se se Spickovymi svétovymi genetiky a
molekularnimi biology a proniknout do ,taja“ piednich molekularné-biologickych a
bakterialné-genetickych pracovist v Evropé. Tehdy se podilel predevsim na sekvenac¢nich
projektech tRNA s wvyuZitim Sangerovy ,fingerprintove” techniky pro separaci
oligonukleotida.

V roce 1977 piesel spolu s nékolika svymi spolupracovniky do Ustavu molekularni
genetiky CSAV, kde se vénoval charakterizaci fagu PZA ze skupiny fagt fi29 u B. subtilis
(objeveném ve vlastni laboratori, spole¢né s Dr. V. Fucikem) a zavadéni technik a metod
genoveho inZenyrstvi s modelem klonovani a exprese cDNA pro teleci chymosin v E. coli
(pro biotechnologickou produkci syfidla, spole¢né s Ing. J. Sedlackem, Dr. M. Fabrym a doc.
F. Kapralkem). Model prochymosinové cDNA byl pozdéji vyuZit pro studium exprese
cizorodych gent v kvasinkach, coZz vyustilo v zaloZeni spole¢né laboratore genovych
manipulaci mezi UMG CSAV a katedrou genetiky a mikrobiologii Piirodovédecké fakulty
UK (spolu s Dr. V. Vondrejsem).
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ZaloZeni spole¢né laboratore bezprostiedné predznamenalo jeho prechod z AV CR na
Ptirodovedeckou fakultu UK (v roce 1991), kam byl ptijat v odpovidajicim vybérovém tizeni
a na zaklade vysledku tohoto fizeni ustanoven vedoucim katedry genetiky a mikrobiologie.
Bylo tim zavr3eno jeho dlouholeté piasobeni jako externiho ucitele molekularni biologie a
genetiky PfF UK na katedie biochemie (od roku 1966) a na katedie genetiky a mikrobiologie
(od roku 1982). V roce 1992 byl St. Zadrazil jmenovan vibec prvnim profesorem
molekularni biologie na UK. Jeho pedagogické pasobeni ve vSech forméach jak teoretické, tak
praktické vyuky, a na vSech Urovnich (bakalarské, magisterské i postgradualni doktorské
studium), pavodné iniciované prof. Kostifem a pozdéji jesté rozSitené podle poZadavku doc.
J. Necaska a prof. O. Bendové, bylo v prvni fadé¢ zamétreno na metodiku studia nukleovych
kyselin, ale obecné piedevsim na molekularni Groven biologie a genetiky, ktera do té doby
nebyla na PfF UK dostate¢né vyukové zajisténa a k jejiz vyuce mél prof. ZadraZil svym
pavodnim studijnim zametenim i svou Sirokou experimentalni zkuSenosti optimalni vazbu i
piedpoklady.

S pedagogickou aktivitou, spocivajici mj. i v piednaskach pro razné informacni,
doskolovaci a vzdélavaci akce v ramci lékarskych a zemédélskych vysokych Skol a instituci,
byla bezprostredné spojena i jubilantova rozsahla cinnost védecko-organiza¢ni. Jako hlavni
organizator piipravil napi. 7 specializovanych mezinarodnich konferenci, vénovanych
problematice nukleovych kyselin (mezi nimi nejznaméjsi ,liblické konference o DNA®,
podporované FEBS), které mély kromé vlastniho védeckého prinosu obzvlastni vyznam
piedevsim v systematickem setkdvani ¢eskych a slovenskych védcu s prednimi ,,zapadnimi*
molekularnimi biology a genetiky. K dalSim ,,seznamovacim* aktivitam obdobného typu mél
prof. ZadraZil ostatné dostatek prileZitosti i jako dlouholety zéastupce feditele UMG CSAV pro
védu (pozdgji jako 1. ndmeéstek teditele). Byl ¢lenem redakeni rady a od roku 1981 je
vedoucim redaktorem c¢asopisu Biologické listy, byl ¢lenem mnohych poradnich sbora a
»akreditacnich subkomisi* riaznych ministerstev, pravidelnym c¢lenem nescetného poctu
védeckych a oborovych rad, komisi a grémii pro pre- i postgradualni vzdelavani, pro evaluace
védeckych Ustavu, pro habilita¢ni a profesorska rizeni na vysokych Skolach apod.

Rozsah a tématickou Siti ptsobeni prof. ZadraZila lze vysledovat i z piehledu jeho
publika¢ni aktivity, kterd v souhrnu ¢ita na 200 praci. Zhruba okolo 70 pavodnich védeckych
¢lanka a sdeleni bylo publikovano ve vyznamnych mezinarodnich védeckych ¢asopisech s IF
¢i v mezinarodné uznavanych sbornicich (jejich citovanost dosahuje vice nez 400 poloZek).
Prof. ZadraZil se take podilel na ptipravé nékolika védeckych monografii obsédhlymi statémi a
kapitolami o chromatografii a elektroforéze nukleovych kyselin a jejich slozek, dale je
autorem fady ucebnich texta (predevsim pro postgradualni studium), byl ¢lenem pracovnich
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kolektiva, které zpracovavaly zakladni ¢eskou odbornou terminologii molekularni genetiky a
biotechnologii, z anglictiny pielozil prvni vysokoSkolskou piirucku molekularni biologie u
nas. Byl editorem dvou specialnich kniznich publikaci o DNA v nakladatelstvich Pergamon
Press Oxford a Academia Praha.

Pravdépodobné nejvyznamngjsi piinos prof. ZadraZila védeckému poznani piedstavuje
jeho podstatny podil na zjiSténi mutagennich ucinka 5-azacytidinu a jeho inkorporace do
DNA, a dale na sekvenc¢ni analyze prvni supresorové tRNA a na potvrzeni mechanismu jejiho
pusobeni, na stanoveni limitni velikosti transfekéné aktivnich molekul bunécné DNA,
odpovidajici celému genomu Rousova sarkomového viru integrovanému do DNA savéiho
hostitele, na objasnéni molekularnihno mechanismu tzv. skladovaciho efektu u obilovin,
ovlivnénych alkylacnimi ¢inidly, spocivajiciho v modulaci reparace DNA (v téchto
experimentech poprvé potvrzené u vysSich rostlin), na charakterizaci, restrikénim mapovani a
sekvenéni analyze fagu PZA u B. subtilis, a kone¢né na experimentalni piipravé
rekombinantniho teleciho chymosinu v bakterialnich a v kvasinkovych bunkach.

Vysledky veédecké prace prof. ZadraZila i jeho ostatni védecko-spolecenské aktivity
byly ocenény tiemi cenami CSAV, statni cenou za védu a cenou MSMT CR, udélenymi
pracovnim kolektivam, které prof. ZadraZil vedl nebo byl jejich ¢lenem, a déle i osobnim
udélenim stifbrné plakety Gregora Mendela, kterou AV CR vyznamenava predni védecké
pracovniky za jejich zasluhy v biologickych védach, udélenim stiibrné medaile UJEP v Brné,
udélenim pamétni medaile Jana Evangelisty Purkyné, a kone¢né i udélenim pamétni medaile
Univerzity Karlovy k 650. vyro¢i jejiho zaloZeni.

Stru¢ny piispévek k pripomenuti sedmdesatin prof. Zadrazila nemuze, samoziejmé,
zahrnout a podchytit vSechny aktivity, védecké vysledky, piinosy a zasluhy jubilanta. Praveé
proto bych v3ak rad na zavér svého prispévku chtél vyzdvihnout a zdaraznit jeSté alespon
jedno zasadni konstatovani, a to, Ze soucasny piedseda naSi cesko-slovenské Genetické
spolec¢nosti Gregora Mendela, prof. RNDr. Stanislav Zadrazil, DrSc., patii k zakladatelam
molekularni biologie a molekularni genetiky a jejich soustavného rozvoje jako exaktnich
experimentélnich védnich disciplin i jako modernich pfedmétt biologické a biochemické
vyuky na UK v Praze, kde rovnéz stal - jako piedstavitel téchto obora - u ,kolébky*
koordinovaného programu integrované postgraduélni doktorské vyuky biomediciny. VSechny
svoje dosavadni zkuSenosti z védeckeé, pedagogické i organizac¢ni ¢innosti se vzdy snaZil

ay an

Horni Pori¢i u Strakonic 1.9.2005 Petr Pikalek
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RNA klub

Témer piesné jeden rok po prvni konferenci RNA klubu v Praze (25. 9. 2003 - viz
zpravu IL (cervenec 2004) 27: 36; Biol. listy (2004) 69: 322) byli zajemci o0 vyzkum RNA
pozvani na 2. prazské "zasedani klubu™ (23. 9. 2004). Poradatelé, pracovnici laboratote
biochemie RNA dr. Martina PospiSka z katedry genetiky a mikrobiologie PiF UK v Praze,
povzbuzeni zajmem Ucastniki a Uspéchem piedchazejiciho jednani, vyuZzili celosvétoveé se
rozSifujiciho konkrétniho studia RNA k tomu, aby v relativné kratké dobé¢ ptipravili
v prostorach PiF ve Vini¢né ul. dalsi setkani aktivnich experimentatora v teto oblasti.

28 registrovanych Ucastnik a velky pocet "ndhodnych" zajemcu o jednotliva
vystoupeni prednasejicich, podle piedem zverejnéného programu, piedneslo a vyslechlo
17 Ustnich sdéleni s vysledky ziskanymi na 10 pracovistich, zamétenych mimo jiné pravé na
problematiku spojenou se strukturou, funkci a vyznamem RNA v zékladnim a "aplikovaném®
molekularné biologickém, genetickém a biomedicinském vyzkumu.

Prevazna cast piedndsSkovych, plakatovych a diskusnich vystoupeni byla vénovana
metodickym piistupim k praci s RNA, jejich popisu, uspotradani, optimalizaci a vyuZiti
u raznych predméta studia od vira pres prvoky a rostliny az k savcum a ¢lovéku. Nejéastéji se
autori vénovali uplatnéni RNA v analytickych postupech "microarrays"”, které byly pouZzity
v moderni onkologické diagnostice v rdmci funkéni genomiky, pii paralelnim sledovani
velkého poctu gena u chronické lymfatické leukemie a karcinomu prsu (FN Brno);
v analytickém sledovani interakce patogen-hostitel v lidskych bunkach po infekci
N. meningitidis, pomoci ¢ipu firmy Afflymetrix (MBU AV CR Praha) a v popisu a hodnoceni
pusobeni terapeutickych postupt u bércovych viedt, popalenin a "diabetickych™ nohou, jakoz
i sledovani angiogenese pfi lé¢eni odpovidajicich poranéni (CPN s.r.0. Dolni Dobrouc).

Druhou zakladni metodou, v piednaskach nejéastéji zminovanou a pouzivanou, byla
polymerasova ietézova reakce (PCR) v rizném uspoiadani. Kvantitativni RT-PCR poslouzila
k monitorovani prabéhu leukemickych onemocnéni (AML, CML) pomoci sledovani exprese
genu Wilmsova tumoru jako "panleukemického™ markeru (UHKT Praha). Podobné byla RT-
PCR doporucena jako nejvhodnéjsi rutinni diagnosticka metoda pro stanoveni a sledovani
infekce virem hepatitidy C (Zdrav. Ustav Ostrava), jakoZ i pro detekci fuzniho transkriptu
SYT-SSX diagnostického markeru v synovialnich sarkomech, po chromosomové translokaci
t(X;18) (p11.2;911.2), usnadnujicich reklasifikaci onkologickych klinickych ptipada (1. LF
UK a VFN Praha). Bé&Zné pouzivani PCR, jako zakladniho molekularné biologického
laboratorniho piistupu, bylo dale dokumentovano i pti analyze chybného sestiihu vlivem
intronové mutace u pacientd s homocystinurii (UDMP 1. LF UK Praha). K vyrazng
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metodicky zamérenym vystoupenim pattila rovnéZ “"propagace” denaturacni elektroforesy
RNA v TAE-agarosovych gelech (PfF UK Praha), doporucéujici TAE/formamidovou
agarosovou metodu jako jednoduchou, rychlou a levnou elektroforetickou charakterizaci
RNA.

Tradi¢né byla do programu zafazena a stejné piiznivé prijata i informa¢ni prednédska
o novinkach ve vyzkumu RNA (nahradila historicky zamétené vystoupeni z roku 2003
v souvislosti s 50. vyro¢im modelu dsDNA), tentokrat o interakci aptamerid RNA s malymi
molekulami, s upozornénim na vyvoj "zelen¢ fluoreskujici RNA", ktera by mohla v budoucnu
kdyZz ne nahradit, tak alespon vyznamné doplnit dnes nejéastéji pouzivany GFP (PiF UK
Praha). Podobné "teoreticky" zaméiend piedndSka byla vénovana pripravé kuratorové
databaze experimentalné studovanych IRES struktur mRNA, umoziujicich zahdjit translaci
nezavisle na 5°-¢epicce, tj. "uprostied" eukaryotické mRNA (PiF UK Praha a TU Liberec).

Stejn¢ zajimava byla i dalsi vystoupeni, kde metodika experimenti nebyla
preferovana, zamétrena na charakterizaci riznych typa RNA a jejich zasah do genové exprese
a dalSich procest vyvoje a chovani bunék a organismua. Patiila mezi n¢ posttranskripcni
regulace onkosupresoru p53 s vyuzitim siRNA (FN Brno), uloha malych snRNA
u transsesttihu mRNA  trypanosom (PaU AV CR C. Budgjovice), vyznam transkripéni
regulace genové exprese ve vyvoji sam¢iho gametofytu Arabidopsis, jakoZ i charakterizace
skladovacich komplexi mRNP (UEB AV CR Praha) a strukturni a funkéni uloha
3" neprekladané oblasti chloroplastovych mRNA v rostlinném organismu (UEB AV CR
Praha). Transla¢ni urovni genové exprese pak byl vénovan podobny ptispévek o vlivu pre-
ATG tripletu v 5 neptekladané casti mRNA kinetoplastid na Uc¢innost iniciace translace,
s vyuzitim genu kddujiciho GFP (PaU AV CR C. Budgjovice).

Vsechny piednesené prispévky, spolu se seznamem Ucastnika, byly zahrnuty do
piedem vydaného konferenc¢niho sborniku abstrakta "RNA club 2004" (ISSN 1214-8598).
Texty usnadnily diskusi jednotlivych témat i kontakty ucastnika bezprostiedné po vystoupeni,
ale i pti neformdlnich setkanich v prostorach fakulty a v ramci vecerniho posezeni
v pivovarské restauraci, pripraveného organizatory konference za podpory sponzoru, jejichz
reklamni stranky jsou rovnéz soucasti sborniku.

Zajem a spokojenost ucastniki konference s jejim obsahem a prub&éhem se projevil i
v piani pokracovat v organizovani obdobnych setkani. 3. RNA klub bude proto uspoiadan
v tomto roce, tentokrat v Ceskych Budgjovicich. Podrobngjsi pozvanku organizéatori viz
v tomto ¢isle Informacnich lista.

S. Zadrazil
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RNA CLUB

BIOLOGICKA KONFERENCE NEJEN O RNA

3. rocnik
3. Fijna 2005

Ceské Budéjovice

Vééenl’ kolegove, studenti, piratele !!!

S potéSenim vam oznamujeme, Ze také letos se bude konat RNA Club, jednodenni
privitali, tentokrat na jihu Cech. Motivaci je nam potieba osobniho setkavani nasi nevelké,
zato raznorode komunity, kde obcas ani tymy zamétené na souvisejici otdzky neprofituji z
vymeény informaci, nebot’ se neznaji. Chceme, aby RNA Club pfispival k vyrovnavani
tohoto komunikacniho deficitu.

Program bude sestavat ze tii tematickych sekci: Struktura a funkce RNA
Bunééna a vyvojova biologie
RNA.I a jiné pristupy v biologii

Kazdou sekci uvede 30-minutova predndSka doméaciho nebo zahrani¢niho hosta.

Nésledovat budou 15-minutové piispévky vybrané ze zaslanych abstrakti; ostatni ptispévky
budou presentovany formou postert. Prestavky doprovodi prezentace firem.

Vedere, kterd zakonc¢i védecky program, sbornik abstrakta (s vliastnim ISSN) a maly darek
pro kazdého ucastnika, jsou zahrnuty v cené registra¢niho poplatku.

Ubytovani zajistime na poZadani, piipadné zajemce vSak prosime o sdéleni do 30. 6. 2005.

Registraéni poplatek 350 K& prosim uhrad’te na ucet ¢. 161484456/0300, variabilni
symbol 0100054, a to nejpozdéji do 15. 8. 2005.

Registraéni formulér a dalsi info naleznete na: http://www.natur.cuni.cz/~rna_club/

Sveé abstrakty zasilejte a registrujte se nejpozdéji do 15. 8. 2005 !!

Kontakt:  rna_club@natur.cuni.cz
Jihogeska Univerzita v Ceskych Budgjovicich, Biologicka fakulta
Katedra molekularni biologie
BraniSovska 31, 370 05 Ceské Budgjovice

Na vasi Ucast se t&si organizacni tym:
Marek Jindra, Martin PospiSek, Petra Sekyrova, Lukas Trantirek
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Clenové vyboru GSGM

Prof. RNDr. Stanislav Zadrazil, DrSc.,
piedseda

Katedra genetiky a mikrobiologie, PfF UK
Vini¢na 5

128 44 Praha 2

Prof. RNDr. Stanislav Rosypal, DrSc.,
Cestny predseda

Katedra genetiky a molekularni biologie
PfF MU

Kotlarska 2

611 37 Brno

rosypal@sci.muni.cz

Prof. RNDr. Jifina Relichova, CSc.,
mistopredsedkyné

Katedra genetiky a molekularni biologie
PiF MU

Kotlarska 2

61137 Brno

reli@sci.muni.cz

Prof. RNDr. Daniel Vi¢ek, DrSc.,
mistopredseda

Katedra genetiky PrF UKo
Mlynska dolina B 1

842 15 Bratislava
vilcek@fns.uniba.sk

Doc. RNDr. Petr Pikalek, CSc.,
tajemnik

Katedra genetiky a mikrobiologie PiF UK
Vini¢na 5

128 44 Praha 2

pikalek@natur.cuni.cz

Prof. Ing. Josef Dvorak, CSc.,
hospodar

Ustav genetiky MZLU v Brné
Zemédélska |

613 00 Brno
dvorakJ@mendelu.cz

Prof. RNDr. Jii'i Doskar, CSc.,
redaktor IL

Katedra genetiky a molekularni biologie
PiF MU

Kotlaiska 2

611 37 Brno

doskar@sci.muni,cz

Doc. RNDr. Jiti Fajkus, CSc.,
Biofyzikalni ustav AVCR
Kralovopolska 135

612 65 Brno

fajkus@ibp.cz

Prof. RNDr. Eva Miadokova, DrSc.
hospodarka

katedra genetiky PrF UK

Mlynska dolina B 1

842 15 Bratislava
Miadokova@ftns.uniba.sk

Mgr. Miroslava Slaninova, Ph.D.,
hospodarka

katedra genetiky PrF UK

Mlynska dolina B 1

842 15 Bratislava
slaninova@fns.uniba.sk

Prof. RNDr. Jan §marda, CSc.
Katedra genetiky a molekularni biologie
PiF MU

Kotlarska 2

611 37 Brno

smarda@sci.muni.cz

RNDr. Marie Vojtiskova, CSc.
Biofyzikalni ustav AV CR
Kralovopolska 135

612 65 Brno

mavo@ibp.cz

Doc. RNDr. Katefina Malachova, CSc.
Katedra biologie a ekologie
Prirodovédecka fakulta

Ostravska univerzita

Brafova 7

701 03 Ostrava 1
Katerina.Malachova@osu.cz

RNDr. Ale§ Knoll, PhD.

Ustav genetiky

Mendelova zemédélska a lesnicka univerzita
Zemédelska 1

613 00 Brno

knoll@mendelu.cz

RNDr. Karel Zeleny, CSc.
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