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Informace ¢lenim GSGM o platbé ¢lenskych prispévki

BohuZel trva nepiizniva situace v placeni prispévku spolecnosti, i kdyZ fada ¢lent po podzimni
upomince jiz dluznou c¢astku zaplatila. Prispévek, ktery slouzi predevsim k plathé za tisk
informacnich lista spole¢nosti a hrazeni naklada na jejich rozesilani, zastava stejny jako loni a
¢ini tedy i v roce 2007 zakladni ¢astku 150 K¢ na ¢lena, pro studenty a dachodce 50 K¢&. Prosime
0 Uhradu prispévku za rok 2007 nejpozdéji do 30. 7. 2007 piiloZzenou sloZzenkou nebo
pievodem na n&$ Gcet ¢. 19-9096530217/0100 u Komer¢ni banky s doplnénim variabilniho

symbolu, tj. ¢lenského ¢isla.

Clenaim, kte¥i prispévek v letosnim roce neuhradi, nebudou jiZz v p¥istim roce zasilany

Informa¢ni listy a budou vyrazeni z ¢lenské zakladny.

Vybor GSGM



VYUCTOVANI HOSPODARENI GSGM ZA ROK 2006 - CR

Zustatek ke 31.12.2005 3310,51 Ké
z toho na uctu KB 2652,01 K&
v pokladné 658,50 K&
PFijmy v roce 2006 15533,98 K€
1. droky z uctu u KB 1,48 KC
2. Clenské prispévky (4050 K&):
z toho placené na ucet KB 3150,- K&
placené hotové 900,- K&
3. zUstatek z konference v roce 2005 11482,50 K&
Vydaje v roce 2006 9856,40 Ké
1. faktura za tisk IL 6683,90 K¢&
2. poStovné za IL 2006 1125,- K&
3. obc&erstveni 466,- K&
4. kancelarské potreby 30,50 K¢&
5. poplatky bance za vedeni Uétu a polozky 1551,- K&
Zustatek ke 31.12.2006 8988,09 Ké
z toho na uctu KB 9051,09 K¢&
v pokladné -63,0 K&

Vyuctoval: A. Knoll



Vyuétovanie hospodarenia GSGM k 31.12. 2006 - SR

Zostatok k 1.1.2006 A- konto 11 558,55 SK

B- hotovost’ 8195,90 SK
A
Bankové operéacie (dok.1) - 1020,74 SK
Prijmy z ¢lenskych poplatkov k 31.12. 2006 (dok.1) + 500,00 SK
Zostatok na Gcte k 31.12.2006 (dok.1) + 11 037,81 SK
B
Clenské prispevky (dok.2) +1 500,00 SK
Prispevok na ceny na CK BiO (dok.3) - 1430,00 SK
Zostatok hotovosti k 31.12. 2006 + 8265,90 SK
Celkovy finanény stav k 31. 12. 2006 19303,71 SK

Vyuétovala: M. Slaninova



Prvni oznameni

Geneticka konference GSGM v roce 2008
poradana pri prilezitosti 40. vyroéi vzniku Katedry genetiky na PrF
Univerzity Komenského v Bratislavé

Téma konference: Soucasnost a perspektivy genetiky

Predpokladané datum konani konference: 13. 9. — 14. 9. 2008
Misto konéni: Piirodoveédecka fakulta UK, Bratislava

Béhem konference budou kromé pozvanych piednaSek prezentovana posterova sdéleni ze
vSech oblasti genetiky

Prihlasky zasilejte na adresu:

Prof. RNDr. Daniel Vl¢ek, DrSc.
Katedra genetiky
Prirodovedecka fakulta UK
Mlynska dolina B-1

842 15 Bratislava



Personalie

POSLEDNA ROZLUCKA S DOC. RNDR. MARIOU TREBATICKOU, CSc.

ESte pred kratkym c¢asom sme doc. RNDr. Mariu Trebatickl, CSc.casto stretavali bud’ na
Katedre genetiky Prirodovedeckej fakulty UK v Bratislave alebo v priestoroch Prirodovedeckej
fakulty UK ako zanietene diskuskutuje v kruhu spolupracovnikov alebo Studentov. O to
bolestnejSia bola sprava, Ze néds dna 8.10.2006 navzdy opustila. VSetkym nam bude velmi
chybat’, pretoZze bola prikladom v pedagogickej praci i z hradiska l'udskej dimenzie, s ktorou
pristupovala nielen k plneniu kazdodennych prozaickych tloh, ale k Zivotu vdbec.

Pani docentka sa narodila 24.12.1944 v Kopcéanoch. Biologické vzdelanie so
Specializaciou genetika ziskala na Prirodovedeckej fakulte UK v Bratislave v rokoch 1962 —

1967. Ako mlada absolventka fakulty, ktora sa vzdy Zivo zaujimala o problémy dedi¢nosti, sa 1.



septembra 1967 stala asistentkou na oddeleni genetiky a neskor patrila k zakladajucim ¢lenom
samostatnej Katedry genetiky na Prirodovedeckej fakulte UK v Bratislave, na ktorej

nepretrzite pracovala aZz do poslednych dni svojho Zivota. Pésobila vo vSetkych formach
pedagogického procesu, prednaSala, viedla diplomové préace, bola Skolitel’kou diplomovych a
doktorandskych prac z odboru ZivociSna genetika, predsedkyna Statnicovej komisie pre
pedagogické kombinacie, c¢lenka Statnicovej komisie z odboru genetika a pod. Bola
spoluautorkou celostatnej ucebnice genetiky pre gymnazia, kde zacala Sirit moderné trendy v
bioldgii, predovietkym v genetike. V oblasti vedecko-vyskumnej prace sa venovala problémom
environmentalnej mutagenézy, ktoré skimala na ZivociSnych modelovych systémoch. S tymto
zameranim vychovala viacerych diplomantov a spolupodielala sa na odhaleni genotoxického
ucinku viacerych polutantov.

Opustila nas nec¢akane na prahu zacinajuceho akademického roka ako fundovana
vysokoskolska ucitel’ka, ktorej pedagogicka praca na naSej fakulte bola vzdy vysoko hodnotena.
Uvedomovala si, Ze jej poslanie vysokoskolskej ucitel’ky sa moze najlepSie naplnit’ tak, Ze vSetko
¢o vie, nezistne odovzda Studentom, Ze ich nauci nielen ako Zivot vznika, ale aj ako ho treba
produktivne preZit. Vychovala viacerych UspesSnych genetikov a tieZ aj mnohych buducich
stredoSkolskych ucitel'ov, vstepujic im Gctu k hodnotam, ktoré sama vyznéavala.

Véazend pani docentka d'akujeme Ti za vSetko, ¢o si urobila pre katedru genetiky,
Prirodovedeckd fakultu UK v Bratislave avychovu genetikov a buducich stredoSkolskych
ucitelov na Slovensku. La¢ime sa s Tebou, aviak v naSich mysliach a srdciach budes$ stéle Zit'.
Bude ndm velmi chybat’ Tvoj optimisticky pohlad na prekonavanie prekdzok a pozitivny vztah

k Zivotu. Cest Tvojej pamiatke.
Za kolegov z Katedry genetiky Prirodovedeckej fakulty UK
Prof. RNDr. Eva Miadokova, DrSc.

Prof. RNDr. Daniel Vicek, DrSc.
Prof. Ing. Jan Grolmus, CSc.



K osmdesatindm prof. RNDr. Stanislava Rosypala, DrSc.
50 let molekularni biologie na P¥irodovédecké fakulté Masarykovy univerzity

Pred deseti lety jsme na strankach Informacnich lista blahoptéli profesoru Stanislavu
Rosypalovi k jeho sedmdesatinam a této prileZitosti jsme vyuZili k tomu, abychom ptipomnéli i
dal$i jubileum, kterym bylo 40 let od zavedeni vyuky molekularni biologie na Piirodovédecké
fakult¢ Masarykovy univerzity. Mezi obéma vyrocimi existuje Uzka vazba, nebot’ pravé prof.
Rosypal byl tim, ktery v r. 1957 jako prvni na brnénské piirodovédecké fakulté zaradil do svych
piednaSek z mikrobiologie kapitoly z molekularni biologie bakterii a vira, a pozdgji, v Sedesatych
letech, pak zavedl samostatnou piednasku Molekularni genetika mikroorganizma. Rychly rozvoj
molekularni biologie v celosvétovém meritku a narast poznatka v této tehdy nové oblasti biologie
byl pak motivaci k zaloZeni samostatného studijniho oboru molekularni biologie, ktery prof.
Rosypal na PiF v Brné nejen inicioval, ale svym vytrvalym usilim nakonec v r. 1978 prosadil a
po fadu let pak Gspésné a vSestranné rozvijel.

Co se za teéch deset let zménilo? Odchodem do dichodu se na vztahu prof. Rosypala
k molekularni biologii nic podstatneho nezménilo. Aktivné pusobil a pusobi jako emeritni
profesor na piirodovédeckeé fakult¢ MU, kde aZz do r. 2005 zajistoval zékladni piednasku
z Molekularni biologie, podilel se na vyuce jako predseda oboroveé rady pro doktorske studium a
¢len komise pro statni zavérecné zkousky. Beéhem uplynulych deseti let pokracovala téZ jeho
publikacni ¢innost. Vyznamné se podilel na zverejnovani vysledka védeckovyzkumné préce
kolektivu svych spolupracovnika zaméiené na molekularni diagnostiku patogennich stafylokoku
a studium jejich bakteriofaga. Inicioval sepsani prepracovaneho vydani Noveho piehledu
biologie (Scientia 2003), kde se jako hlavni autor zasadil o zafazeni novych poznatka
z molekularni biologie a o zdaraznéni molekularné biologickych aspektt v kapitolach
pojedndvajicich o vzniku Zivota, pocatcich biologické evoluce a v neposledni tadé téz
v taxonomii organizma. Spolu s kolektivem pracovniki z PiF a LF MU vydal téZ Terminologii
molekularni biologie (2001), kterd se stala velmi z&danou pomuckou jak pro studenty, tak i
pracovniky jinych oboria zabyvajici se molekularni biologii. Jiz tradi¢né pokracuje v doplhovani
a inovaci obsahu ¢tytdilného Uvodu do molekularni biologie, ktery je pokragovanim jeho prvnich
»celostatnich ucebnic* prindSejicich od r. 1983 ucelené poznatky z molekularni genetiky a

biologie. V r. 2004 vySel prvni dil ¢tvrtého piepracovaného vydani a nyni dokoncuje dalsi dily.



Profesor Rosypal, na sviij vek staledusevné i télesné svézi, tak svuj celoZivotni zajem o piirodni
védy a specialné o molekularni biologii a genetiku stale aktivné udrZuje.

Obor molekularni biologie, ktery zasluhou prof. Rosypala pevné zakotvil na fakulté ve
vyuce i vyzkumu, se po spojeni s genetikou nadale Gsp&sné rozviji. Pro zajisténi kvalitni vyuky
v tak rychle se rozvijejicim oboru bylo nezbytné napln u¢ebniho programu prabézné inovovat a
doplinovat o dalSi specializované piednasky a cviceni, jako jsou napiiklad bioinformatika,
genomika, proteomika, molekularni evoluce, molekularni genetika ¢lovéka a dalSi. Zajem ze
strany studentti o tento obor je stale velky, nebot’ sami védi, Ze se v praxi velmi dobie uplatni. V
poslednich letech se pocty studenti oboru Molekularni biologie a genetika postupné zvySovaly az
dosahly soucasného stavu asi 50 studentt v roc¢niku. Je pravidlem, Ze po ukonéeni bakalarského
stupné pak vétSina z nich pokracuje v magisterském a velmi ¢asto i v doktorském studiu. V tomto
tietim stupni studia méa obor akreditovany dvé zaméieni — Molekularni a bunécné biologie a
Obecna a molekuléarni genetika, kde v soucasné dobé mame celkem 160 aktivnich studenta.
Velké pocty studentd, kterym kromé klasické vyuky musi vysokoSkolské studium tohoto typu
umoznit piipravit se na védeckou praci formou vyzpracovani bakalarskych a diplomovych praci,
bychom nezvladli bez Gzké spoluprace s védeckymi institucemi v Brné a okoli. Dvojnasobné to
pak plati pro doktorské studium, kde studenti samostatné zpracovavaji védecké ukoly, jejichZ
vysledky musi byt pro zdarné zakonceni studia publikovany v mezinarodnich ,,impaktovanych*
casopisech. VSichni studenti maji moznost ziskat v ramci svého doktorského studia zahrani¢ni
zkusenosti.

V poslednich letech obor molekulérni biologie a genetika prispél k renomé piirodoveédecké
fakulty profilujici se jako vyzkumna fakulta vybudovanim novych védeckych tyma na zaklade
Vyzkumného zaméru Genomy a jejich funkce (1999 aZz 2005) a navazujiciho vyzkumného
zaméru Molekularni podstata bunéénych a tkanovych regulaci. Ziskani téchto projekta
piedstavovalo vyznamny piiliv finanénich prostredkt, ktery umozZnil z(g¢astnénd pracovisté
vybavit instrumentalni technikou nezbytnou pro moderni vyzkum a vyuku a ptinesl také nové
pracovni piilezZitosti pro byvalé absolventy. Mnohem vice studenti tak muaZze zpracovavat své
bakalarské, diplomové a diserta¢ni prace v modernich vyzkumnych laboratofich.

Z uvedené rekapitulace je ziejmé, Ze molekulérni biologie na P¥F MU dobie prosperuje a
jejimu dalSimu rozvoji by nemélo stat nic v cesté. Problémy vSak existuji.. ZvySeny zajem
uchazec¢t o molekularni biologii vede k narastu poc¢tu studentd na vSech stupnich studia, ktery

rychle zac¢ind prevySovat kapacitni moznosti fakulty. Pracovisté garantujici vyuku molekularni
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biologie se dnes potykaji s omezenou kapacitou vyukovych laboratoii a s financnim zajisténim
materialu pro praktickd cviceni. Vérime, Ze po otevieni nového Univerzitniho kampusu v
Bohunicich se zlepsi prostorova situace a Ze finanéni prostredky, které prichazeji na studenty od
ministerstva Skolstvi se skute¢né dostanou na vyuku, na prakticka cviceni naro¢nych molekularné

— genetickych technik, ktere jsou dnes praxi Zadany.

Profesor Rosypal, ktery pravidelné navstévuje kolektiv svych spolupracovnika na fakulté, si
muZe ftict, Ze to obrovské mnozZstvi ¢asu a energie, které vénoval diskusim a piesvédcovani pri
prosazovani vyuky molekularni biologie, nebylo vynaloZzeno nadarmo. Usnadnil tak cestu viem
svym zakam a nyn¢jSim jeho néasledovnikim na dneSnim Oddé¢leni genetiky a molekularni

biologie Ustavu experimentalni biologie P¥irodovédecké fakulty Masarykovy univerzity.

Prejeme panu profesoru Rosypalovi, at ztstane jeSté dlouho svéZi a zdrav a at’ mu i ty jeho

primasovské housle ptinaseji stale hodné radosti.

Jirl Doskar



Co nového v genetice

Ribonukleové kyseliny
Stanislav Zadrazil

V poslednim ¢tvrtleti minulého roku byly tradi¢né udéleny Nobelovy ceny. Na tom by
nebylo nic zvlastniho, kdyby vyhradnim piedmétem zdjmu ocenénych v oborech chemie a
fyziologie a mediciny nebyl jen “vyzkum syntézy, struktury, funkce a vyznamu RNA®. Roger
Kornberg, kalifornsky ,,biolog“ a syn nositele Nobelovy ceny za fyziologii a medicinu z roku
1959 Artura Kornberga (DNA polymerasa z E. coli — Kornbergtv enzym), ziskal jako jediny
cenu za chemii, kdyZ na ,,atomové Urovni* ( krystalograficky) popsal prostiedek pro biosyntézu
RNA, piepis (transkripci) genetické informace z DNA do mRNA, enzym RNA-polymerasu.
Pravé ocenénd podrobna struktura tohoto enzymu a jeho interakci s matrici DNA a de novo
produkovanou RNA okamZzité ,,obnovila“ obecn¢ znamou diskusi o oborovych hranicich chemie
a biologie a o problémech, které pii udélovani téchto cen prinaSi nemoznost samostatného
hodnoceni biologie.

Takové problémy nemohly doprovazet vyhlaSeni vitéza v oborech fyziologie a mediciny,
kde Andrew Fire (ze stejné Stanfordovy univerzity jako Kornberg) a Craig Mello (z Univerzity
ve Worchesteru ) ziskali jednozna¢né cenu za objev RNA interference, procesu, ktery na zakladé
piitomnosti malé dvouvldknové siRNA vyvolava Stépeni specifické mRNA a inhibuje syntézu
odpovidajiciho proteinového produktu v translaci — genovou expresi. Piesto i zde vyvolalo
udéleni ceny vazné pripominky k tomu, pro¢ jedno ,,volné misto“ mezi ocenénymi (cena muze
byt udélena maximalné skupiné 3 badatel) nebylo pouzito pro zastupce rostlinnych fyziologu,
kteti pti studiu tzv. ,,umlcovani gent“ u rostlin jako prvni (1996) poukézali na mozny
mechanismus Stépeni mMRNA v posttranskripcnim obdobi.

Podobné diskuse bychom vSak, ve vice nez 100 leté historii existence Nobelovych cen,
mohli sledovat dosti ¢asto a jsou bézné pii jakémkoliv ocenovani veédecké prace. Zde je
zminujeme jen pro zajimavost, protoZe to hlavni co nas zaujalo byl vyzkum RNA, kterd se
v post-genomovém obdobi biologie dostava stale vice do popiedi zajmu molekularnich a
bunéc¢nych biologu, zatimco drive zustavala spiSe ve stinu DNA, univerzalniho nositele genetické

informace.
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Radi bychom proto pribliZili ¢tenaitm tuto ,,druhou” nukleovou kyselinu a poukazali na
urcita obdobi, kdy praveé prioritni vyzkum RNA, ve vztahu k DNA a proteinam, vyrazné rozsiril
naSe znalosti a posunul tak molekularni biologii a genetiku na Uroven sou¢asné genomiky a
proteomiky, kdyZ samostatna transkriptomika se dostatecné nevZzila. Vénujme se  proto

historizujicimu stru¢nému pifipomenuti hlavnich poznatku o struktuie a vlastnostech RNA.

Struktura nukleovych kyselin a zvlastnosti RNA ve vyvoji molekularni biologie

Primarni struktura

Od Miescherova objevu nukleinu v roce 1870, ktery byl nutné smési obou typia NK, bylo
nékolik desitek nésledujicich let prdce mnoha fyzika, chemiki a biologa (do 50. let minulého
stoleti) vénovano paralelni analyze slozek a molekularni struktury obou polymeru, izolovanych
v razné cistoté. Pritom proSly DNA a RNA obdobim, kdy byly povazovany za thymovou
(Zivocisnou) resp. kvasniénou (rostlinou) NK, nez bylo definitivné zjisténo, Ze obé jsou soucasti
v8ech bunék, orgdnu a tkani Zivych objekta.

Na tomto misté stoji jist¢ za zminku, Ze tehdejsi ,,virologové* potvrdili jako prvni jiz ve
30. letech, Ze viry, na rozdil od bunék, mohou obsahovat jen jednu NK, bud DNA
(napi.bakteriofagy T2 a T4) nebo RNA (VTM). KdyZ pak byla jednoznac¢né potvrzena geneticka
funkce DNA (Averyho transformac¢ni experimenty s pneumokoky a Hersheyho a Chaseové
mechanismus infekce bakterii fagem T2), muselo jiZ tehdy byt ziejmé, Ze stejnou funkci muze
plnit i RNA. Presto byla DNA jako experimentalni predmét preferovana.

Na prvy pohled nepatrné chemické rozdily mezi DNA a RNA, omezujici se, pii zachovani
stejného zpusobu stavby polymeru (4 zékladni heterocyklické base napojené N-C glykosidickou
vazbou na cukr-fosfatovou pater molekuly s 5°-3 fosfodiesterovou vazbou), v souhrnu na 2°-OH
skupinu navic vribose a na ztrdtu 5-CHjs skupiny v uracilu RNA v porovnani s thyminem
v DNA, znamenaly vSak dulezité zmény ve vlastnostech, projevujici se predevSim zvySenou
reaktivitou RNA, jeji labilitou v alkalickém prostiedi ¢i citlivosti k mnoha nukleolytickym
enzymum. Pripomenme si, v souvislosti s moznym vlivem dal$i volné OH skupiny v cukru, napf.
klicovou Ulohu volné 3"-OH v syntéze polynukleotidového tetézce pii replikaci a transkripci, bez
niz se prodluZzovaci faze biosyntézy zastavi (srovnej s principem Sangerovy ,,stop“ sekvenacni

metody pro DNA, vyuZivajici 27,3 -dideoxynukleo-sidtrifosfaty jako inhibi¢ni prekursory
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syntézy). Nebo 3"-OH tzv. G-faktoru sesttihu (guanosin ¢i jeho 5 modifikované analogy) pii
iniciaci transesterifikacniho mechanismu vysttizeni Gl intrond a koneé¢né obdobné uloha 2°-OH
skupiny ribosy pii sestiihu Gl intront, kdy v RNA dokonce vznika zcela neobvykla vétvend
polynukleotidova struktura (lasovitd struktura s vyjimec¢nou 5°-2° internukleotidovou vazbou),
ktera je podminkou ptemeény primarniho transkriptu pre-mRNA na mRNA i ve spliceosomu
(sestrihové ¢astice).

Shora zminéné dlouholeté Gsili vedouci k prikazu zakladnich charakteristik a vlastnosti
struktury RNA tak muZe byt ,,paradoxné zpochybnéno“ nejen nalezem 5°-2°vazby v lariatu
intronu, ale i dalSimi pozdgji objevenymi skute¢nostmi. Pti posttranskripéni modifikaci
eukaryotické mRNA dochazi ksyntéze tzv. 5°¢epicky, ktera je typicka jak 7-
methylguanosinovym  zbytkem piipojenym k pavodnimu 5°konci  polynukleotidu 5°-
5’trifosfatovou ,internukleotidovou vazbou®, tak methylaci 2°-OH skupiny ribosy okolnich
nukleotida. Tato modifikace nejen chrdni mRNA pied ptipadnou degradaci, ale ptedevsim
pii jeji translaci.

Zde jiz uvedené kovalentni modifikace nukleotidi v RNA jsou jen malym piikladem
rozsahlych posttranskripénich modifikaci a uprav, kterym RNA syntetizovand jako primarni
transkript na DNA podléha. VSechny typy RNA (rRNA, mRNA a tRNA) provazeji takovéto
specifické enzymové Upravy, i kdyZ rekordmanem je mezi nimi nesporné tRNA (1-2% celkového
obsahu nukleotidt). Je zndmo nékolik desitek tzv. minoritnich basi a nukleosidd, z nichZ jsou
nejzndmgjsi razné methylované puriny, méné castéji pyrimidiny (mezi nimiz nechybi ani 5-
methylcytosin znamy spiSe z DNA, kde je velmi ¢asto rozhodujicim faktorem pii regulaci genové
exprese a pii ochrané genomu pied restrikénimi enzymy), ale i napi. ribothymidin, thiouracil a
pseudouridin, u néhoz se uplatiuje C-C glykosidicka vazba misto bézné vazby N-C v uridinu a
v ostatnich nukleosidech. Patii sem samoziejmé i, jiZz zminénd, methylace 2"-OH ribosy, pii ¢emz
se v mechanismu obou posledné jmenovanych modifikaci uplatiuje sekvenéni komplementarita

tzv. malych jadérkovych snoRNA (ze 4. typu RNA — malych nekddujicich RNA).

Sekundarni a vyssi typy struktury

Pres zminéné rozdily v chemickém sloZeni a strukture NK je, podobn¢ jako u stavby

polynukleotidu, i schopnost tvorby sekundarni, dvousroubovicové struktury témei totoZzna. Na
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zaklade specifické komplementarity basi A-T(U) a G-C dochazi k tvorbé nukleotidovych para
(pomoci vodikovych vazeb a stabiliza¢niho vlivu vertikalnich interakci planarnich heterocykl),
coz veétSinou neni vyrazn¢ ovlivnéno uvedenymi modifikacemi sloZzek. Ob¢ NK tak maji

schopnost vytvaiet Watsonovu a Crickovu dvousroubovici s antiparalelnim

usporddanim komplemetarnich retézcia (dSDNA a dsRNA). Zatimco tato sekundarni struktura je
u DNA témér jedinou strukturou, nachazejici uplatnéni v iplném dvousroubovicovém uspoiadani
DNA genoma s raznymi konformacnimi oblastmi, zavislymi na sekvenci nukleotidi
(nejznamgjsi konformace B,A,Z, ale i H,G,P apod.), je usporadani RNA vétSinou jen ¢aste¢né
dvousSroubovicové (krom¢ nékterych vira s Gplnym dsRNA genomem), tedy jednoietézcove
surcitym mnozstvim vlasenkovych struktur srazné¢ dlouhou dvouvldknovou ¢asti a
jednovlaknovou smyc¢kou (vyskyt antiparalelnich komplementarnich sekvenci v retézci).

Konformace RNA dvousroubovice je vzdy A.

K jiz diive zminéné vy38i reaktivitt RNA v porovnani s DNA, se tak pfifazuje,
v zavislosti na stfidani a vzajemné interakci neusporadanych Gseka a uUseka se sekundarni
strukturou, i zna¢na flexibilita molekul RNA, oznac¢ovana ¢asto jako ornamentalni schopnost
piirovnavana k japonskym papirovym sklddackdm origami. Tyto sekundarni a od nich odvozené
terciarni struktury jsou velmi ¢asté u rRNA a tRNA a staly se i modelovymi strukturami, napt.
struktura jetelového listu a obraceného pismene L u tRNA.

Pozdéji se ukazalo, Ze krom¢ Watsonovych a Crickovych nukleotidovych para muaze
sekundarni struktura RNA obsahovat aZz 27 riznych neobvyklych péri se dvéma vodikovymi
vazbami (napi. G-U, A-C, A-A, G-G, A-G, U-U, U-C) a sraznym vyuZitim syn- a anti-
konformace basi v okoli glykosidické vazby v antiparalelnim a paralelnim uspofadani
odpovidajicich fetézcu. Takové struktury jsou zndmé napi. u tRNA v terciarnim uspoiadani mezi
nukleotidy v poloze 15 a 48 (tzv. Levittiv péar), podilejici se na presnosti nabiti tRNA
odpovidajici aminokyselinou, pfi vytvaieni vlasenek (SECIS a PYLIS inserénich prvki)
v MRNA, signalizujicich neuniverzalni vyuZiti jejich stop kodona (UGA resp.UAG) pro
kodovani selenocysteinu resp.pyrrolysinu v syntetizovaném peptidickém fetézci pii translaci a
kone¢né i pii kolisavém parovani modifikovaného nukleotidu v 1. poloze antikodonu tRNA
s nukleotidem ve 3. poloze kodonu v mRNA (podle Crickovy ,houpackové” hypotézy).
Prechodn¢ se takové neobvyklé parovani uplatiuje i v mechanismech ,spliceosomoveho”

sesttihu pii do¢asném propojeni 5 a 3"koncu introna (G-G i A-C).
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Je tedy ziejmé, Ze molekuly RNA mohou vytvaret jak relativné stabilni struktury
piipominajici DNA a plnit odpovidajici genetickou funkci, tak, v ramci vysoké flexibility, i
slozité konformace molekul ptipominajici struktury proteind mozna i s nékterymi jejich
vlastnostmi. Strukturni a konformacni polymorfismus molekul RNA se jiZ osvéd¢il na raznych
arovnich genoveé exprese a lze ocekavat, Zze bude i zakladem pro jejich dalSi, dosud neznamé

funkce.

RNA a ustiedni dogma molekularni biologie

v

Vytvoreni a zverejnéni modelu dvouSroubovice DNA (1953), feSiciho strukturu
zakladniho genetického materialu se schopnosti vertikalniho pienosu (replikace) i horizontalniho
vyuZiti (transkripce, odpovidajici hypotéze vlivu genu na vSechny procesy v burice) genetické
informace, zavrSilo obdobi pozndni NK jako linearnich polymera se 4 nukleotidovymi
stavebnimi kameny. V té dobé bylo jednozna¢né ptijato, Ze proteiny jsou rovnéz linearni
makromolekuly sloZené z aminokyselin (asi 20 raznych z mnoha piitomnych v bunce, coZ
piedpokladali i Crick a Watson). Bylo to potvrzeno dokonce prvni stanovenou priméarni
strukturou — sekvence aminokyselin v B tetézci insulinu, kterou zjistil F.Sanger (1951). Dale, na
zakladé Paulingovych studii strukturniho vyznamu vodikovych vazeb pro prostorové usporadani
proteint i jinych makromolekul, bylo rovnéz ziejmé, Ze funkéni konformace proteint bude
takovymi slabymi chemickymi vazbami stabilizovana a Ze jeji vytvoreni bude vlastnosti samotné
molekuly proteinu, bez ptimého uplatnéni ¢i vlivu né&jaké dalSi vngjsi informace (tedy ani
genetické informace z DNA).

Neni proto Zzadnym piekvapenim, Ze hlavnim problémem té doby se stal vztah DNA (jako
nositele nezndmého genetického kodu, tj. pravidel prevodu 4-pismenné nukleotidové abecedy na
abecedu 20 aminokyselin) a proteint (jako produktu uplatnéni kddu v translaénim stupni genové
exprese). Tento vztah musel byt nepiimy (bez vzajemného kontaktu fidiciho polynukleotidu a
nascentniho peptidického tfetézce) a mohla v ném hrat n¢jakou ulohu RNA. Nastalo tak obdobi
hledani a feSeni genetického kddu (1953-1962), které se stalo vzorovym prikladem kolektivniho
(asi 12 pracovist’ predevsim z USA, VB a Francie), ale vysoce kompetitivniho Usili. A bylo tu
opét misto pro ,,genialniho* teoretika-myslitele Francise Cricka, ktery nepatiil mezi laboratorni
experimentatory, ale byl spiSe piesnym a pfisnym ucitelem, ,,vysvétlovatelem™ a arbitrem, ktery

dovedl neskute¢né jasnym intelektem a nenapodobitelnym zpisobem tiidit a usporadat védecké
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mysSlenky, nazory a vysledky jinych a rychle nalézat a rozpoznat zakladni principy, zobecnit je a
jasné formulovat.

M¢l k tomu prileZitost i tentokrat, kdyZ teoreticky fyzik G.Gamow zaloZil, na navrh
Watsona a Orgela vroce 1954 ,,RNA klub“ ktery mél sdruZzovat omezeny pocet vybranych
»pratel RNA®, zajimajicich se o ulohu RNA v mechanismu genetického kodu. Sam zakladatel
Klubu vté dob¢ paradoxné uvazoval o nepiijatelném modelu ptimého razeni aminokyselin
(syntézy proteint) na povrchu dsDNA (1 nukleotid-1 aminokyselina na zékladé¢ podobné
vzdalenosti sousednich aminokyselin v peptidickém retézci a nukleotidi v B konformaci DNA),
ktery pozdgji rovnéZ neuspédné upravoval podle pocetné navrzeného tripletového kédu (64
nukleotidovych tripletd pro 20 aminokyselin) jako ptekryvajici se kdd se 2 nukleotidy vzdy
spole¢nymi pro sousedni aminokyselinu. Piesto Gamownuv vyznam spocival v jasném nastoleni a
prosazovani problému genetického kédu a rychla vymeéna informaci z rozhodujicichch pracovist,
zprostiedkovand RNA klubem, vedla k nejdualezitéjSimu poc¢inu klubu (1955), Crickovu
piispévku ,,On Degenerate Template and the Adaptor Hypothesis*, kde formuloval mechanismus
tripletového kodu, realizovatelného na drovni novych, hypotetickych intermediarnich molekul
nejspise RNA (matrice a adaptort). To v3e bylo v kratké dobé experimentalné potvrzeno (do roku
1965) objevenim mRNA, tRNA a uplnym objasnénim nepiekryvajiciho se tripletového,
degenerativnino a universalniho, genetického kodu za prispéni Cricka, Watsona, Brennera,
Jacoba, Monoda, Grose, Halla, Spiegelmana, Zamecnika, Holleyho, Nirenberga, Khorany (¢asto
pozdgjSich nositela Nobelovych cen) a mnoha dalSich.

V priabéhu tohoto plodného obdobi pro rozvoj molekulérni biologie formuloval a na
pielomu 1957-58 vyslovil Crick tzv. ,,0stredni dogma molekularni biologie* charakterizujici
vzajemny vztah a podil vSech informacnich biopolymeri na zajiStovani a fizeni toku genetické
informace. Podle dogmatu maZe byt sekvenéni informace pienaSena pouze mezi NK a z nich na

proteiny, ale nikdy mezi proteiny navzajem a zpétné z protein na NK. Nasledujici schéma
@NA == RNA;—= P(roteiny)

tak znézornuje vyjadieni obsahu dogmatu v procesech replikace (DNA syntéza zavisla na DNA a
RNA syntéza z&visld na RNA), transkripce (RNA syntéza zavisla na DNA), reverzni transkripce
(DNA syntéza zavisla na RNA) a translace (syntéza proteint zavisla na mRNA). Jinymi slovy,
jakmile se ,,informace* dostane az do proteinové sekvence aminokyselin, nemaZe byt zpétné

vyuZita. Do tohoto obsahu se samoziejmé ,.hodi* i reverzni transkripce, i kdyZ se dlouho
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diskutovalo o moznosti reformulace dogmatu ¢i o jeho ,,potiebnosti“. Je v ném vSak dobie
zachycena pravée intermediarni tloha RNA v pienosu informace, ale i ve funkeni piibuznosti jak
k DNA, tak k proteinim. Obecny vyznam dogmatu je vSak spiSe ,.filosoficky*, kdyZ piedstavuje
fyziologicky davod pro zabranéni dédic¢nosti ziskanych vloh. V tomto smyslu, pti uvaZzovani o
mozné Ucasti RNA napi. v objasnovani mechanismu paramutaci a podobnych ,,geneticky
zahadnych* procest, se budeme se zpochybnovanim dalsi platnosti, Uc¢elnosti a potiebnosti

ustiedniho dogmatu setkavat stale ¢astéji.

Nékteré ,,nové* vlastnosti a funkce RNA odhalované v riaznych etapach vyvoje moderni

molekularni biologie a genetiky

Tuto zavére¢nou ¢ast vénujeme jen urcitému vyctu procesu pripadné jejich mechanismi,
(prenadece) genetické informace a realizatora genetického kodu. Casto jsou takové funkce
spojovany s objevem molekul RNA, které patii do nové 4. skupiny typi RNA (vzhledem k jejich
¢lenéni na rRNA, mRNA a tRNA), tzv. malych RNA vyskytujicich se ve vSech ¢astech
eukaryotické bunky. Mnohdy tyto RNA piipominaji svou funkci obecné funkce zajistované
vyhradn¢ proteinovymi molekulami, funkce strukturni (stavebni), katalytické (enzymové-
ribozymové) a regulac¢ni (aktivacni ¢i represorove), které se staly zakladem pro hypotézu mozné
existence evolu¢niho obdobi ,,RNA svéta™.

Na drovni rRNA, kterd byla po dlouhou dobu povaZovéna vyhradné za molekulu se
strukturni funkci, umoZznujici ,,samouspoiadani ribosomu ze smési odpovidajicich rRNA a
proteinovych podjednotek, byly odhaleny katalytické funkce aktivniho centra peptidyltransferasy
(na 23S rRNA), ale i ,,samovystépujici* transesterifikacni reakce intront skupiny Gl (u 26S pre-
rRNA), kteréZzto aktivity naleZeji nesporné ribozymum (RNA s enzymovou aktivitou objevené
zacatkem 80. let Cechem a Altmanem). Posttranskripéni Upravy pre-rRNA se kromé
ribonukleoproteinové RNasy P (katalyticka je jen RNA sloZka) uvolnujici presné 5 konec
zahrnutych kopii pre-tRNA (u prokaryot), Gcastni i U3 snoRNA (mala jadérkovd RNA)
interakéné napomahajici spradvnému prostorovemu usporadani 18S rRNA (u eukaryot). U mnoha
organismia existuje i Rnasa MRP, ribonukleoprotein s RNA slozkou typu snoRNA, ktera
upravuje pre-rRNA v misté pied 5,8S rRNA a to v jadie i v mitochondriich, (Gprava primeroveé

RNA), kam musi byt transportovdna z mista jaderné syntézy. RovnéZ piesnd lokalizace
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modifikaci nukleosid u rRNA (methylace 2°-OH ribosy a pseudouridylace) je zajiStovana
komplementarni hybridizaci odpovidajicich oblasti polynukleotidu se specifickymi snoRNA,
obsahujicimi fidici sekvence ,,box C+D* resp. ,,box H+ACA*. Kone¢né mechanismus translace
na ribosomu je postupné zabezpecovan specifickymi interakcemi mezi jednotlivymi rRNA a
tRNA.

Jedné  z nejdulezitéjSich  posttranskripénich  Gprav pre-mRNA,  sestiihu  na
ribonukleoproteinové ¢astici spliceosomi, se Géastni SnRNA (malé jaderné RNA U1,U2 a U4-
U6), které specificky hybridizuji se sekvencemi intronu. Vytvoiené komplexni struktury RNA
pak katalyzuji transesterifika¢ni mechanismus sesttihu za vzniku translatovatelné mRNA.

Obdobn¢ probiha i autokatalyticky ,,samosestiih® ribozymy skupin introna Gl a Gll, kde
k realizaci staci jen sloZité prostorové usporadani intronové sekvence bez spliceosomu a tedy i
bez snRNA. V3Sechny zminované malé RNA pracuji vesmés ve form¢ ribonukleoproteind,
asociované se specifickymi proteiny.

Posttranskripéni Upravou pre-mRNA (v tomto pripadé preeditovand mRNA), pii niz
vznika translacné smysluplnd mRNA, jejiz sekvence neodpovida useku DNA na némz byla
transkribovéna, je i tzv. RNA editace objevena v roce 1986. Ta zahrnuje biochemicky rozdilné
procesy mistné specifické 1. delece nukleotidd, 2. adice nukleotidti genomové nekodované a 3.
enzymové modifikace nukleotidi. Nekteré z moznych mechanismt zahrnuji jak cis specifické
sekvence substratové pre-mRNA, tak trans ridici molekuly gRNA (guide-pravodcovské), jejichz
vzajemné postupné ,,parovani* uréuje piesnou polohu adici.

Samoziejmé i RNA interference shora zminéna patii do popisu specifickych funkci
malych RNA (siRNA, shRNA, mikroRNA apod.) vregulaci genové exprese Stépenim
konkrétnich mRNA. Predstavuje ur¢itou novou formu represe, zaloZzenou na sekvencni homologii
reagujicich RNA molekul.

Zcela mimoradny objev ptirozeného vyskytu ribozymové sekvenéni struktury (podobné
strukturdm ,,samostépicich* malych ribozymi - ,,hammerhead” viroida a virusoida, vlasenkovych
u neurospory atd.) v mRNA (konkrétné kddujici enzym pro produkci glukosamin-6-fosfatu u B.
subtilis.), citlivé k aptamérové vazbé tohoto nizkomolekularniho produktu, poukézal na existenci
,»Cisté“ RNA represorové funkce, odpovidajici napf. klasické proteinové represi v syntéze
tryptofanu (i ,,posledni® obecna regula¢ni funkce proteind muze tedy byt zabezpecena RNA).
Inaktivni ribozym v translatované mRNA se aktivuje koncentra¢né zavislou aptamerovou vazbou

kone¢ného produktu (glcN-6P), ¢imZz dojde k indukci ,,samostépici* destrukce mRNA a tim
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PN 1

k zastaveni translace a dalSi syntézy produktu. Toto je princip ,ribospinact”, jejichZz vazebna
nebo mutaéni modulace (i u syntetickych sekvenci) mutze slouZit k exogenni regulaci genové
exprese. Jakmile bude vice poznana funkéni zavislost IRES sekvenc¢nich oblasti mMRNA (vnitini
vazebné misto pro ribosom) na jejich vlastni komplexni struktuie, zajistujici vnitini
bezcepickovou iniciaci translace polycistronni mRNA, bude snad moZzné obdobnou regulaci
genoveé exprese zajistovat i touto cestou.

U prirozen¢ polyfunkéni tRNA vtranslaci (aktivace aminokyselin, adaptorové
dekodovani mRNA, fizeni posunu ¢teciho rdmce u polycistronni i jinych mRNA, ,,z&chranng*
transtranslace transferovou mMRNA (tmRNA) uvolnujici ribosom z vazby na aberantni mRNA,
specificka syntéza selenocysteinu jako 21. proteinogenni aminokyseliny atd.) Ize snad jéste
zminit jeji ,, primerovou* funkci u reversné transkripcni syntézy provirove DNA u retrovira a
jisté i jeji nezastupitelnou modelovou ulohu pti vypracovani rutinnich sekvenénich metod pro
RNA i pro stanoveni sekundarnich struktur.

Zcela nedavno byly publikovany zpravy o piekvapivém vysvétleni dlouhé latentni periody
herpetickych vira v infikovaném organismu Ucasti specifické virové mikroRNA inhibujici
apoptosu infikovanych hostitelskych bunék. Rovnéz vyskyt paramutace (,,pamét'ovy proces*
zajiStujici v nasledujici generaci projev alely, aniZ by tato byla také piitomna) je vysvétlovan
pravdépodobnou Ucasti specifické malé, nekodujici RNA pienesené vertikalné pii fertilizaci.

Zatim nejbizarngjsi, ale jist¢ velmi perspektivni, Uloha nekodujicich RNA genu byla
v lonském roce zveiejnéna v ¢asopisu Nature. Gen HARILF, pochazejici z kompenzované
nekodujici genomové oblasti a exprimovany (ve formé RNA) v dobé intenzivniho embryonalniho
vyvoje mozku, zuastaval u 11 amniotickych organismu témef nezménén aZz do doby evoluéniho
oddéleni Simpanze a ¢lovéka. Pak doSlo ke zrychlenné evoluci (18 sekven¢nich zmén, proti 1
nahodné mozné substituci) jen u ¢lovéka. Takové RNA geny a oblasti v lidském genomu (zatim
sledovéano asi 50) by mohly hrat vyznamnou Glohu v ,,jedine¢né* evoluci ¢lovéka.

Zde méa misto zajimava zminka diskuse o nové definici genu, kterd se dostala do témér
mrtvého bodu, charakterizovaného vyrokem, Ze ,,genom je piekvapivé plny prekryvajicich se
transkripta“, coZ znamend, Ze ,informace je ovldddna RNA*. Zna¢né volny a nepiesny nédvrh
obecné definice genu by tak mohl byt ,,gen je lokalizovana oblast genomu odpovidajici jednotce
deédicnosti, ktera je spojovana sregulacnimi oblastmi, transtribovanymi oblastmi a/nebo
s oblastmi jiné funkeni sekvence®. Jakakoliv piesnéjsi definice by se musela tykat jiz konkrétné

specifikovaného genu napi. kodujiciho proteinu.
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Tento zaver pIné odpovida i dnesni snaze postupné osvétlovat rozmanitou funkci a dlohu

RNA, coZ se snad pokusime pribliZit v dalSich prispévcich na strankach Informacnich lista.

Text byl autorem pripraven pouze jako ,,upozorziujici téze* a mél by se stat informaci
provokujici (v pozitivnim i negativnim smyslu) aktivitu dalSich autor:, ktera by se mohla upltnit
na strankach IL. V ponekud upravené formé vychazi soucasné jako ¢lanek v casopisu Ziva (2007,
3, 98-100), o némz autor informoval i v rozhlasovém programu Leonardo, na zadost Ceského
rozhlasu.
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VIRY ARCHEI

Doc. RNDr. Ruzickova Vladislava, CSc.
Masarykova univerzita, Prirodovédecka fakulta, Ustav experimentalni biologie, Brno

Viry archei (archeaviry) vytvaseji rozmanité a casto komplexni morfologické typy. Jejich genom
je tvoreny dvouretézcovou DNA (dsDNA), ktera je bud’ linearni, nebo kruznicova. Dosud nebyl
izolovan archeavirus, ktery by mel genom tvoseny RNA. Mnohé viry byly izolované z geotermélné
vyhrivanych horkych pramenii, coZ je pro Zivot organism: neobvyklé prostredi. Vysledky studia
archeaviri nekdy aZz popiraji vSeobecné rozSirené pohledy na limitovanou biodiverzitu

v extrémnich prostredich.

Hostitelé archeavira

Zivé organismy se na zaklads studie struktury bunék pavodné tadily do domény prokaryot
a domeény eukaryot. Analyzy DNA sekvenci, které v letech okolo roku 1970 zavedl Carl Woese,
prokazaly existenci tii téid ribosomalnich RNA a ribosoma v bunéénych organismech. Pavodni
dichotomie prokaryot/eukaryot byla nahrazena trojici nejvySe postavenych taxonomickych
skupin, tj. domén bakterie (Bacteria), archea (Archaea) a eukaryota (Eucaryotes). PiestoZze se
archea v bunécné strukture a v organizaci genomu podobaji bakteriim, jejich replikace,
transkripce a translace maji vice spole¢nych znakt s eukaryoty. Vyznacuji se téZ vyraznymi
biochemickymi odchylkami nejen od ostatnich mikroorganismu, ale i vy3Sich organismi, coZ jim
umoznuje Zit v extrémnich Zivotnich podminkach, jako je napiiklad mimofadné vysoky
osmoticky tlak, vysoka teplota a anaerobni prostiedi. Navic se u nich vyskytuji znaky, které se
zakonzervovaly jako jedine¢né pouze v archealni doméné, napt. jsou to membrany spojené
éterickou vazbou (-C-O-C-) ¢i metanogeneze. Z hlediska morfologie jsou archea velmi
rozmanita. Tvarové jsou to koky, tycinky, spirdlovité, lalocnaté nebo ploché dtvary, ale i
mnohobuné¢na vlakna a agregaty.

Fylogeneticky se archea déli do ¢tyt kmena Crenarchaeota, Euryarchaeota, Korarchaeota
a Nanoarchaeota. Euryarchaeota zahrnuji metanogeny, extrémni halofily a termofilni
Thermococcales. Crenarchaeota jsou extrémné termofilni, dalSi ¢lenové tohoto kmene jsou
mesofilni az psychrofilni. Zastupci obou kment se lisi obsahem proteinia zahrnutych do replikace

DNA a struktury chromozomu. Crenarchaeota neobsahuji DNA polymerazy rodiny D a proteiny
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podobné eukaryotickym histonam, které jsou piitomné u Euryarchaeota, a vyuZivaji proto jinou
molekularni strategii pro reprodukéni bunéené procesy.

Korarchaeota jsou prozatim zastoupena pouze nekultivovatelnymi organismy.
Nanoarcheota maji pouze jednoho zastupce Nanoarcheum equitans, ktery Zije v symbioze
s krenarchedlnim rodem Ignicoccus a ma ze vSech bunécnych organismi nejmensi genom
(480 kb).

Stejné jako ostatni bunééné organismy jsou archea hostiteli vira. Prvni dva viry, tj., ¢H a
dChl, které byly izolované z archei, se svoji neobalenou izometrickou hlavou, kontraktilnim
helikalnim bicikem a linearnim dsDNA genomem podobaji bakteriofagu T4 a ostatnim ¢lenam
celedi Myoviridae. Byl téZ popsan vyskyt n¢kolika bi¢ikatych archealnich vira, které nemély
kontraktilni bi¢ik a podobaly se lambdoidnim fagum ¢eledi Siphoviridae.

Bicikaté viry archei

Vsechny bic¢ikaté archeafagy (archeéalni kaudoviry) obvykle infikuji zastupce fiSe
Euryarchaeota. Vyjime¢né infikuji extrémni halofily nebo metanogeny, které jsou bud’ mesofilni
nebo mirn¢ termofilni. Z nich jsou nejlépe charakterizovany blizce ptibuzné myoviry, ¢H, $Ch1l,
HF1 a HF2, které infikuji haloarchea, dale je to sifovirus ¥YM1 a jeho dele¢ni mutanta, fag ¥M2,
ktery infikuje Methanothermobacter marburgensis. Tyto viry se podobaji dSDNA bakteriofagam
nejenom strukturou (Obr. 1), ale i sloZzenim genomu, ktery je mozaikovité usporadan, coz

naznacuje, Ze musel pravdépodobné projit rozsahlymi genetickymi zménami.

Obr. 1. Archeavirus ¢H z celedi Myoviridae (Usecka, 0,1 um)
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Na zakladé pocatec¢nich studii vznikla domnénka, Ze viry archei jsou tvoreny pievazné bicikatymi
fagy. Avsak tato domnénka byla pozdéji jednoznacné vyvracena, nebot” elektronopticka vysetieni
vzorka ziskanych z ptirodnich prostredi, obsahujicich pievdZzné archea a viry z nich odvozené
odhalila, Ze hlavo-bicikaty morfotyp je mezi archealnimi viry spiSe vzacny.

Lyzogenni halofag ¢H ma genom tvoreny dvouietézcovou DNA s terminalnimi
redundancemi a shaluje se mechanismem plnéni hlavy. V hostitelské bunce netvori provirus,
avsak zustava v ni ve form¢ kovalentné uzaviené kruznice jako plazmid. Perzistence tohoto viru
je navozena transkripénim represorem a translace je zastavena molekulou RNA opac¢ného
smyslu, kterd hybridizuje s mistem ptipojeni k ribosomu.

Virus ¢Chl se spotdnné uvolnil z genomu hostitelského organismu Natrialba magadii,
izolovaného z vody solného jezera Lake Magadii v Keni. Genom tohoto viru je silné metylovéan,
obsahuje dva neidentické geny pro integrazu, dale gen pro metyldzu a ma gen kodujici kapsidovy
protein, ktery je z 97 % identicky s proteinem halofaga ¢H, piestoZe hostitelské organismy obou
virt Ziji v naprosto odlisnych lokalitach. Reprodukéni cyklus viru ¢Chl probiha za exprese gena
Casné rané faze, pozdéjsi rané faze a pozdni faze exprese podobné jako u bakteriofaga lambda.

Taxonomicky nezaiazeneé lyticke halofagy HF1 a HF2 nemaji terminalni redundance,
avsak jejich linedrni genom na koncich obsahuje 306-bp piimé repetice, coz znamena, Ze se tyto
viry replikuji jingym mechanismem nez ¢H a ¢Ch1l.

Do celedi Siphoviridae se fadi archeafag ¥M1 a jeho dele¢ni mutanta ¥YM2, které infikuji
cyklicky permutované geny a priblizné 3kb terminalni redundance na obou koncich linearniho
dsDNA genomu a jako jediny virus archei transdukuje fadu genetickych markera. Z celkové
identifikovanych 31 otevienych ¢&tecich ramct bylo funkéné uréeno pouze 6, kodujicich

terminazu, portalovy a bic¢ikovy protein, rekombinazu, integrazu a lyticky enzym.

Ve vodnych mistech s vysokou teplotou a ve slanych vodach, kde pievladaji haloarchea,
se zpravidla nachazeji razné morfologické typy virionu, z nichZz vétSina nebyla rozpoznana u
Zadnych jinych dsDNA vira. Viriony maji tvar vietene, ampule a kapky, nebo jsou vlaknité a
kulovité. Existuji archeaviry, které maji komplexni tvary sloZené z raznych forem soucasné.
Analyzy sekvenci genomu ukéazaly, Ze vétSina archealnich vird je neptibuzna s jinymi znamymi

viry a zda se, Ze pravdépodobné maji vice odlisSnych predka.

22



Vretenovité (fusiformni) viry archei

Viriony, které maji tvar vietene se dvéma bic¢iky, jsou typické a vyjime¢né pravé u vira
archei. Tyto viry maji Siroke spektrum hostitela reprezentujicich ti hlavni typy kultivovatelnych
druha archei, tj. hypertermofily, extrémné halofilni a za anaerobnich podminek metan-
produkujici druhy kment Euryarchaeota a Crenarchaeota.

Fusiformni viry, které se navzadjem liSi ve struktuie a v genomu, jsou klasifikovany do
celedi Fuselloviridae a do nyni nové navrzené celedi ‘Bicaudaviridae’, avSak nekteré zastavaji
nezarazené. V¢EtSinou maji kruznicovy genom a obsahuji gen pro integrdzu, kterd umoziuje
zaclenéni virového genomu do chromozomu hostitele. Vyjimkami jsou haloarchealni viry
Haloarcula hispanica virus 1 (Hisl) a Haloarcula hispanica virus 2 (His2), které maji linearni

genomy a neobsahuji geny pro integrazu.
Celed’ Fuselloviridae
Zastupci celedi Fuselloviridae infikuji hypertermofilni krenarcheon Sulfolobus, a jejich

replikace a uvolnovani hostitelskou bunku neporusuji. Viriony o velikosti 60 x 90 nm, maji

kratké biciky s terminalnimi tenkymi vidkny (Obr. 2).

Obr. 2. Sulfolobus tengchongensis spindle-shaped virus 1 (STSV1) z celedi Fuselloviridae
(Usecky, 200 nm)
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Nejlépe prostudovanym virem z této celedi je Sulfolobus spindle-shaped virus 1 (SSV1).
Tento fuselovirus ma kruznicovy genom, ktery je tvoren pozitivni nadSroubovici DNA, a
v hostitelské bunce se nachazi bud’ ve formé¢ episomalniho plazmidu, nebo se béhem infekce
integruje do genu tRNA pro arginin, nachazejiciho se na chromozomu hostitele. UV zéteni nebo
pusobeni mitomycinu indukuje replikaci viru a docasné inhibuje rast lyzogent aniz by doslo
k lyzi. Model transkripce je u genomu SSV1 pomérné jednoduchy, vétSina transkriptt se
exprimuje konstitutivné. Kromé genu pro integrdzu, pattici do velké rodiny tyrosin-rekombinéz,
Zadny z dalSich otevienych c¢tecich rAmct neméa odpovidajici protéjsky u jinych virda. Sekvenéni
analyzy ukézaly, Ze fuseloviry, stejné jako archea, maji promotory podobajici se eukaryotickym
promotoram. Virus SSV2 je podobny viru SSV1, avSak jejich genomy vykazuji pouze 55%
shodu nukleotid.

Dva vzdalené piibuzné viry Hisl a His2, které byly izolovany z kmene Haloarcula
hispanica, Zijiciho v solnych jezerech v Austrélii, vytvéieji vietenovité viriony o velikosti 44
x 77 nm. Oba viry jsou zafazené do rodu Salterprovirus, jsou lytické, koduji si vlastni DNA
polymerdzu, maji linearni genomy, které jsou vSak sekvenéné neptibuzne s kruznicovymi

genomy ostatnich fusiformnich viru.

Celed’ Bicaudaviridae

Zastupcem této celedi je dvoubicikaty Acidianus two tailed virus (ATV), ktery je jako
jediny archeavirus schopny lyzovat acidofilni hypertermofilni bunky archei. Vyznacuje se
jedineénym znakem v morfogeneze. Viriony se z buniky uvolnuji ve formé bezbicikatych
fusiformnich ¢astic, a az poté co opusti bunku, vytvareji (pti teplotdch okolo 75 °C) dlouhé
bi¢iky na opacnych koncich virionu (Obr. 3). Bic¢iky se skladaji z trubic, které jsou ukonceny
utvary podobajicimi se kotvé, tvorené pravidelnymi vldknitymi strukturami. Jednou z funkci
prodluZujicich se flexibilnich bicika muZe byt zvySeni pravdépodobnosti adsorpce viru na povrch
hostitelské bunky. Predpoklada se, Ze nové objeveny proces extracelularni tvorby bi¢iku u viru
ATV se muze odehravat téZ u jinych fusiformnich vird archei. V kulturach dosud
necharakterizovanych druht rodu Acidianus, byly ¢asto u fusiformnich ¢astic pozorovany jeden
nebo dva biciky, liSici se navzajem v délce, coz muZe vyjadiovat razna stadia extracelularni
morfogeneze. Molekularni mechanismus faze morfogeneze probihajici nezavisle na hostiteli a na

vnéjsSim zdroji energie, vSak zastava nejasny.
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Obr. 3. Acidianus two tailed virus (ATV) z ¢eledi Bicaudaviridae (Gsecka, 100 nm)

Nezarazené vietenovité viry

Virus Sulfolobus tengchongensis spindle-shaped virus 1 (STSV1), jehoz hostitelem je
hypertermofilni krenarcheon Sulfolobus je nejvétSim znamym fusiformnim virem. Jeho viriony
maji velikost 107 x 230 nm a razna délka biciku, pohybujici se v rozmezi 0 az 133 nm, mtze byt
vysledkem extracelularniho procesu tvorby bic¢iku, popsaného u viru ATV. Genom viru STSV1
obsahuje oteviené ¢teci ramce kodujici proteiny, které se uplatiiuji v modifikaci DNA metylaci.
Misto pocatku replikace obsahuje mnohonasobné repetice bohaté na AT béaze.

Virus Pyrococcus abyssi virus 1 (PAV1) infikuje hypertermofilni euryarcheon
Pyrococcus abyssi. Dalsi fusiformni virus, infikujici metanogenni druh Methanococcus voltae,
tvori pleomorfni ¢astice a obsahuje kruznicovou dsDNA, kterd se rovnéz nachazi v integrované

formé& v chromozomu hostitele.
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Viry tvaru ampule a kapky

Archeaviry Acidianus bottle-shaped virus (ABV) a Sulfolobus neozealandicus droplet-
shaped virus (SNDV) se vyznacuji tak jedinecnymi morfologickymi znaky, Ze kazdy z nich byl
zarazen do nové celedi. Virus ABV ma komplexni tvar podobny ampuli, je 230 nm dlouhy a 4 az
75 nm Siroky. Infikuje hypertermofilni zastupce rodu Acidianus a byl klasifikovan do noveé celedi
Ampullaviridae. Jeho virion nema Zadné znaky ikozaedralni nebo helikalni symetrie a svoji

zakladni strukturou se odliSuje od vSech znamych vira (Obr. 4).

Obr. 4. Acidianus bottle-shaped virus (ABV) z ¢eledi Ampullaviridae

Obal uzavira kuzelovitou dien tvoienou prstencovitou nadSroubovici nukleoproteinového vilakna.
Na Sir§im konci virionu se nachazi ploténka, a k ni je ptipojeno dvacet kratkych tlustych vlaken.
Jejich funkce neni znama, jelikoZ se viriony ptichycuji na povrch hostitelské bunky uzsim
koncem. Linedrni genom viru ABV se replikuje virovou DNA polymerézou, ktera vyuziva
primer tvoreny proteinem piipojenym ke konci genomu.

Virus SNDV, ktery infikuje hypertermofilni krenarcheon rodu Sulfolobus a tvoti komplex
virionu kapkovitého tvaru o velikosti 90 x 180 nm, je jedinym zastupcem celedi Guttaviridae.
Viriony, jejichz povrch je helikaln¢ Zebrovany, maji mnohocetna dlouhé tenka vlakna, ktera jsou
piipojena na hrotovity vybéZzek (Obr. 5). KruZnicovy dsDNA genom tohoto viru je znacné

metylovany, a dosud neni zndma jeho kompletni sekvence.
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Obr. 5. Sulfolobus neozealandicus droplet-shaped virus (SNDV) z ¢eledi Guttaviridae
(Usecka, 100 nm)

VI1&knité viry archei

V3echny vlaknité archeaviry izolované z terestrického horkého prostiedi s teplotou okolo
80 °C, infikuji krenarchea rodu Sulfolobus, Acidianus a Thermoproteus. Tyto viry jsou
Klasifikovany do ¢eledi Rudiviridae a Lipothrixviridae. Pavodni zafazeni do ¢eledi bylo zaloZeno
hlavné na odliSnostech ve struktuie virionu, to v3ak bylo pozdgji nahrazeno srovnavaci
genomikou. Nékteré provozni geny a geny kddujici glykosyl-transferazy a regulatory transkripce,
jsou spole¢né vsem rudiviram a lipotrixviram. Z toho vyplyva, Ze vlaknité archeaviry maji
pravdépodobné relativné nedavného spolecného piedka. Proto, byl piedloZen ndvrh zaradit celedi
Rudiviridae a Lipothrixviridae do nového virového fadu nazvaného Ligamenvirales. Clenové
fadu Ligamenvirale maji linearni dsDNA genomy, které nemaji gen pro integrdzu, a proto se
nezac¢lenuji do chromozomu hostitele. Ligamenviry se stabilné udrzuji v hostitelské buice a

jejich replikace neni indukovana UV zatrenim nebo ptisobenim mitomycinu.

Celed Rudiviridae

Rudiviry jsou neobalené viry, jejich primérna velikost je 23 x 610 az 900 nm. Délka
virionu je umérna velikosti jejich linearnich dsDNA genomd, které jsou charakteristické pro
jednotlivé zastupce této celedi. Viriony obsahuji trubicovitou spirdlu tvoienou linearni dsDNA a
jednoduchymi, glykozylovanymi, proteiny vazanymi na DNA. Vidlicky o délce 50 nm jsou
umistény na kazdém konci trubickovité struktury, kterd ma tri kratké bicikova vlakna (Obr. 6).
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Obr. 6. Sulfolobus islandicus rod-shaped virus 1 (SIRV1) z ¢eledi Rudiviridae (Usecka,
100 nm)

Do rodu Rudivirus jsou zarazeny tii druhy vira: Sulfolobus islandicus rod-shaped virus 1
(SIRV1), Sulfolobus islandicus rod-shaped virus 2 (SIRV2) a Acidianus rod-shaped virus 1
(ARV1). Ptres mnohé spole¢né vlastnosti vird SIRV1 a SIRV2, rudivirus SIRV2 vytvaii zvlastni
varianty sekvenci, které vznikaji akumulaci bodovych mutaci, jejichz molekularni podstatou jsou
nukleotidové substituce, které probihaji s frekvenci 10 na jeden replika¢ni cyklus. Takova
frekvence mutaci nebyla zjisténa u jinych DNA virt. Linedrni genom téchto vird ma na koncich
asi 2 kb dlouhé obracené repetice a je kovalentné uzavien, ¢imz se podoba genomu poxviri a ma
téZ podobny mechanismus replikace. Rudiviry tvofii replika¢ni meziprodukty, tj. konkatemery,
které jsou Stépeny rezolvazou Hollidayova spoje.

Genom rudiviru ARV1 je tvoren linearni dsDNA o velikosti 24,7 kb a obsahuje terminalni
1,3-kb obracené repetice. Prepisuji se oba fetézce a asi 40 % gena je sekvenené shodnych s geny
ostatnich krenarchedlnich rudivira. Tyto geny koduji kapsidovy protein, dvé glykosyl-transferazy
a rezolvazu Hollidayova spoje, dale thymidylat-syntetdzu a tfi proteiny vézajici se na DNA.
Sekvence genomu viru ARV, ktery je velmi stabilni, se silné odliSuje od sekvenci genomi
rudivira SIRV1 a SIRV2.

Ackoliv se terminalni obréacené repetice u téi uvedenych rudivird 1isi, vSechny obsahuji
sekvenéni motiv AATTTAGGAATTTAGGAATTT nachéazejici se blizko genomovych koncu,
které obsahuji signal pro rezolvdzu Hollidayova spoje a replikaci DNA.

U rudivira probihad jednoducha transkripce genomu, za pusobeni n¢kolika regulacnich
gent. Bylo prokazano, Ze se na transkripci virového genomu téZ podili transaktivator hostitelské

bunky.
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Celed’ Lipothrixviridae

Viriony zéastupcu této ¢eledi jsou obalené, obal je tvoieny lipidovou vrstvou, ziskanou
z buniky hostitele. Lipotrixviry se vyznacuji znaénou rozmanitosti v koncovych strukturach, kterée
spolu s riznymi vlastnostmi genoma a mechanismy replikace, poskytly zaklad pro jejich
Klasifikaci do c¢tyf rodd. Jsou to rody: «a—lipothrixvirus, S—lipothrixvirus, y— lipothrixvirus a
o— lipothrixvirus.

Lyticky alfa-lipotrixvirus nazvany Thermoproteus tenax virus 1 (TTV1) o velikosti 400 x
38 nm tvoii viriony, obalené lipidovou dvojvrstvou, kterd obklopuje helikalni dien sloZenou z
DNA pokryté multimery dvou proteina vazajicich se na DNA.

Beta-lipotrixvirus nazvany Sulfolobus islandicus filamentous virus (SIFV) o velikosti
1950 x 24 nm se od ostatnich vira odliSuje svym zahrocujicim se koncem virionu, ktery
obsahuje strukturu podobajici se mopu, k niz je piipojeno Sest bi¢ikovych vlaken. Tato struktura
slouZi k ptipojeni virionu k receptorim buné¢né membrany.

Konec virionu gama-lipotrixviru Acidianus filamentous virus 1 (AFV1) obsahuje
struktury podobajici se drapkam (Obr. 7), kterymi se virus prichyti na receptory nachazejici se na
bunéenych pilusech.

Obr. 7. Gama-lipotrixvirus Acidianus filamentous virus 1 (AFV1) z ¢eledi Lipothrixviridae
(Usecka, 100 nm)
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Delta-lipotrixvirus nazvany Acidianus filamentous virus 2 (AFV2) ma velikost 1100 x
24 nm, a na konci virionu je slozity limecek se dvéma sadami ptipojenych kratkych vlaken,

podobajicich se kulatému kartaci (Obr. 8).
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Obr. 8. Delta-lipotrixvirus Acidianus filamentous virus 2 (AFV2) z ¢eledi Lipothrixviridae

Linedrni genom lipotrixvira ma na koncich kratké 0,5 az 1 kb obrécené repetice, avsak
neni kovalentn¢ uzavieny smyckou jako je genom rudivird. Mnohonésobne repetice na konci

genomu lipotrixviru AFV1 se podobaji telomerickym koncam line&rnich chromozomu eukaryot .

Kulovité viry archei

Sférické archedlni viry vytvaieji dva hlavni typy viriona. Pyrobaculum spherical virus
(PSV) z celedi Globuloviridae, tvofi viriony o velikosti 100 nm v praméru, které jsou obalené a
obsahuji multimery 33-kDa kapsidového proteinu. Obal obsahujici lipidy obklopuje

nukleoproteinovou dien, ktera ma tvar nadsroubovice (Obr. 9).

Obr. 9. Pyrobaculum spherical virus (PSV) z ¢eledi Globuloviridae (Usec¢ka, 100 nm).
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Virus PSV infikuje anaerobni a hypertermofilni druhy archealnich rodt Pyrobaculum a
Thermoproteus. Linearni genom obsahuje 190-bp terminalni obracené repetice.

Globulovirus Thermoproteus tenax spherical virus 1 (TTSV1), m& podobné vlastnosti
genomu a morfologii jako virus PSV .

Dalsi dva dosud taxonomicky nezatrazené viry, tj., Sulfolobus turreted icosahedral virus
(STIV) a Haloarcula hispanica virus (SH1) izolované z haloarchedlnich roda Haloarcula a
Halorubrum, maji nékteré spolecné morfologické vlastnosti. Viriony obou virt jsou nebicikaté

ikozaedry s vnitini lipidovou vrstvou (Obr. 10).

Obr. 10. Neklasifikovany archeavirus Sulfolobus turreted icosahedral virus (STIV)
(Usecka, 100 nm)

Oba sdili nekteré strukturni usporadani s bakterialnimi viry celedi Tectiviridae. Bylo zjisténo, Ze
krystalicka struktura 37-kDa hlavniho kapsidového proteinu viru STIV se velmi
podobéa hlavnimu kapsidovému proteinu bakteridlniho tektiviru PRD1 a eukaryotického
fykodnaviru Paramecium bursaria Chlorella virus 1 (PBCV1), coZ vede k piedpokladu, Ze tyto
viry mohou mit spole¢ného predka, piestoZze sekvence aminokyselin v kapsidovém proteinu neni
identicka. Virus STIV se vyznacuje jedine¢nou architekturou, na vrcholech ikozaedru jsou
vybézky vézickovitého vzhledu. Na rozdil od viru SH1, ktery je lyticky, virus STIV buniku
nelyzuje a stabilné¢ se v ni udrzuje. Vedle odliSnosti v morfologii a interakci s hostitelskou

vvvvv

SHA1 je linearni a na koncich obsahuje 309-bp obracené repetice.
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Ekologie archeaviri a jejich koexistence s hostiteli

Zastoupeni druht archeavira odrdZi skutecnost, Ze jejich hostitelé jsou si navzajem
podobni, i kdyZ se vyskytuji v raznych geografickych lokalitach, které vSak maji srovnatelné
piirodni podminky. Podobné ¢i stejné morfologické typy hypertermofilnich archeavira byly
pozorovany v geotermalnich prostredich na Islandu, na Kamgcatce, v regionu okolo Neapole
v Italii, v narodnim parku Yellowstone v USA, anebo v hydrotermalnich pradusich,
nachazejicich se hluboko v oceénech. Viry, které byly izolovany v riznych geografickych
mistech a infikuji blizce pfibuzna archea, ¢asto ukazuji vyraznou sekvenéni podobnost
nukleotida. Priblizné polovina gena globulovira PSV a TTSV1, které byly izolovany z archei
puvodem v USA a Indonézii, je stejnd. Srovnatelnd mira podobnosti se vyskytuje u fuselovira
izolovanych na trech riznych kontinentech. Genomy téchto virt obsahuji urcité konzervativni
oblasti, nebo konzervované soubory genu a vice variabilnich oblasti.

Nekteré genetické odliSnosti archeavira vznikly rekombinacemi mezi genomy piibuznych
druhd. Vysoka podobnost ve sloZeni gend u virovych druht téZze celedi, které pochazeji z archei
izolovanych v geograficky vzdalenych mistech je v kontrastu s minimalni podobnosti
pozorovanou u vira raznych celedi, které existuji spole¢né ve stejné lokalni mikroflore.
Prikladem jsou ¢tyii viry, které byly izolovany v kyselych (pH 2) horkych pramenech (85 °C) v
Pozzuoli, nedaleko Neapole v Italii. Rudivirus ARV1, delta-lipotrixvirus AFV2, ampulavirus
ABYV a bikaudavirus ATV, reprezentujici ¢tyti razné celedi vird, existuji ve stejném nalezisti a
mohou se dokonce reprodukovat ve stejném hostiteli. Na rozdil od koexistence se tyto viry
nevyznacuji znaky vzajemné mezigenomove vymeny.

Acidotermofilni vodna prostredi, ze kterych byly izolované nejneobvyklejsSi morfotypy
archeavirt, obsahuji podstatné nizsi mnozstvi virovych ¢astic nez je koncentrace vira nalezenych
v jinych ekosystémech. To muZze byt zpusobeno nékolika faktory, napi. omezenou odolnosti
viriona vaci vysokym teplotam a nizkému pH, nebo je to dano schopnosti vird stabilné se
udrZzovat, v malém poctu kopii, v hostitelskych bunkach. Bikaudavirus ATV, ktery je jedinym
zndmym lytickym virem v horkych kyselych pramenech, ukoné¢uje svij reprodukéni cyklus mimo
bunku v podminkéch vnégjSiho prostiedi, které vyhovuje hostiteli, coz muZe téZ prispét k ,,preziti*
viru.

Bunécna obrana a regula¢ni mechanismy nejsou u archei dosud dobie prostudovany.

Genom archei obsahuje velké shluky kratkych repetici SRSR (short regularly spaced repeats)
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pravideln¢ oddélenych mezerniky, nebo palindromovych repetici CRISPR (clustered regularly
interspaced short palindrome repeats), které jsou podobné sekvencim viri nebo konjugativnich
plazmidu. Predpokladd se, Ze tyto shluky sekvenci tvoii transkripty, které mohou vazat a
inaktivovat virové mRNA a mohou tedy tvofit zdklad obranného mechanizmu bungk proti invazi
piibuznymi viry nebo plazmidy. Dosud nevyieSenou otazkou vsak zastava skutecnost, pro¢ jsou
shluky repetici u archei tak ¢asté a pro¢ bylo zjisténo tak mnoho mezernikovych protéjska u
bikaudaviru ATV?

Archeélni viry maji obvykle silné metylované genomy a obrannému mechanismu bunky
odolavaji pravdépodobné i tim, Ze proSly mnoha genomovymi zménami, napi. transpozicemi,
duplikacemi, delecemi a inzercemi, které ¢asto mély za nasledek zménu ve struktuie genomu.
Zda se, Ze genetické zmeény, které podporily adaptaci viru na nového hostitele, mohou byt reakci
na molekuly RNA, vzniklé piepisem mezerniki nachézejicich se v SRSR a CRISPR.
Predpoklada se, Ze mohou existovat i jiné mechanismy obrany archeaviri, avSak dosud nejsou

pIné rozpoznany.

Pivod a evoluce archeaviria
Ptes rozsahlé rozsiteni archei na nasi planet¢, bylo studium jejich vira provedeno pouze u
izolata z neékolika extrémnich hydrotermalnich a hyperslanych prostiedi. PrestoZe, bylo dosud
identifikovano a charakterizovano jen malo DNA archeaviru, jejich morfologickd rozmanitost
silné prekonava pocetné a zndmé druhy dsDNA vira jak u bakterii, tak u eukaryot. Podle zpravy
komise ICTV, 96% z 452 znamych druht dsDNA bakterialnich vira jsou neobalené bicikaté
bakteriofagy, které jsou klasifikovany do tii celedi (Myoviridae, Siphoviridae a Podoviridae)
zarazenych do fadu Caudovirales, a jen 4% z nich jsou neobalené a nebicikaté ikozaedry nebo
obalené pleomorfni ¢astice. Rozmanitost archealnich vira v horkych nalezistich je velkd ve
srovnani s relativni uniformitou bakterialnich virt, vyskytujicich se ve vodnych prostiedich pfi
mirnych a nizkych teplotdch. Je mozné, Ze tato diverzita byla obvykld ve vSech
pradavnych prostiedich, avSak pozdéji se redukovala UspéSnou expanzi bakterii a jejich faga
v biotopech s mirnou a nizkou teplotou, zatimco horké prostiedi jesté zastavaji nalezistém pro
neobvyklé formy vira.
Vyskyt archedlnich kaudovira byl dtive povaZzovan za dukaz, Ze tyto viry piedchazely

divergenci Archaea a Bacteria. RovnéZ se piedpokladalo, Ze viry nebyly schopny piekonat
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bariery mezi doménami, diky odliSnostem v molekularni biologii a zpasobu Zivota obou domén.
Je znamo, Ze kaudoviry infikuji ur¢ité mesofilni nebo mirn¢ termofilni haloarchea nebo
metanoarchea, obsahujici vysoké procento gent bakterialniho ptivodu. Zda se, Ze tyto bakterialni
geny se Uspésné adaptovaly na prostiedi archealni buniky. Kromé toho byly objeveny extrémné
halofilni bakterie, které by mohly usnadnit adaptaci a replikaci bakteriofaga v haloarcheich. Proto
je pravdépodobné, Ze zastupci Caudovirales se dostali do archei Sifenim mezi doménami. Takovy
puvod je v souladu s archealnimi kaudoviry, které obsahuji mnoho gent, vykazujicich homologie
jak s bakterialnimi chromozomy tak i s plazmidy. Pokud maji archeéalni kaudoviry puavod v
bakteriich, 1ze predpokladat, Ze v3echny t¥i domény Zivota byly piavodné navzajem propojeny
stejnymi dsDNA viry. Posledni strukturni studie ukazaly, Ze n¢které viry, které se vyskytuji
v raznych doménach, se vyvinuly z organisma, které piedchazely divergenci domén. Hypotéza tii
raznych virosfér, z nichz kazda je spojena se specifickou domenou vychazi z predpokladu, Ze
tyto virosféry se oddélily aZ teprve poté, co se objevily domény. Je mozné, Ze prvni organismy
z kazdé domény mohly byt jiZz infikovany raznymi skupinami vira z ancestralni virosféry, ktera
piedchazela poslednimu univerzalnimu predkovi LUCA (last universal common ancestor).
Mechanismus a doba vzniku druhi naleZejicich tiem doméndm zastavaji neznamé,
ackoliv posledni hypotézy navrhuji, Ze DNA viry mohly hrat piimou roli v jejich tvorbé
zaclenénim DNA genoma do praddvnych RNA bunék. Toto je pravdépodobné jen za
piedpokladu, Ze existovaly t¥i ancestralni RNA burnky, které byly infikovany tremi raznymi
skupinami DNA virta v dobé ptrechodu svéta RNA do svéta DNA. Hlavnim otaznikem zistava
evoluéni ptibuznost mezi DNA viry a RNA viry. Pochazeji DNA viry z RNA vira nebo z
primitivnich DNA bunék, nebo obou? V jedné hypotéze je DNA sama o sob¢ povaZzovana za
tvarkyni viru, to znamena, Ze DNA se nejprve objevila ve virech a pozdgji se teprve prenesla do
bunék. V soucasnosti pouzivané strategie k izolaci a detekci archealnich vira umoznily
identifikovat pouze DNA viry z hydrotermalnich prostiedi. Nové molekularni pristupy vsak
mohou prispét k budoucimu nélezu také RNA archeaviri. Je vSak mozné i to, Ze se absence RNA
archeavira datuje jiz od doby vzniku virosféry spojené se spole¢nym archeélnim predkem.
Problematika puvodu virt zustavala na mrtvém bod¢ az do doby, kdy se rozvinul
molekularni popis virovych proteint a jejich funkci pti tvorbé vira. Ukazalo se, Ze je chybné
uvazovat o jejich pavodu jen v ramci vyhranéné dichotomie prokaryot/eukaryot. N¢které viry,

které jsou spojeny s raznymi doménami, mohou byt v né¢em navzajem podobné, a v nécem
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zjevné identické, coz silné nasvédcuje tomu, Ze viry jsou prastaré a predchazeji poslednimu
univerzalnimu piedkovi LUCA.

Pro vysvétleni pavodu archeaviri se nabizeji téi hypotézy: (a) viry pochazeji
z prebunééného svéta (b) viry vznikly redukci parazitujicich bunék (c) viry vznikly z fragmentt
bunécného genetického materialu, ktery se vymknul z bunééné kontroly. V soucasné dobé se
hlavni diskuze odehrava mezi témi, kteii navrhuji dlouhou dobu nebunécné evoluce trvajici az do
objeveni archei a bakterii, a t¢émi, ktefi davaji pfednost prvotnimu vzniku bunék. Zastanci prvni
hypotézy nedavno navrhli, Ze viry vznikly nashromazdénim samoreplikujicich se elementa v
hydrotermalnich pradusich, vyuZivajicich anorganické ¢astice stejné jako jejich hostitelé. Podle
druhych, kteti preferuji primarni bunéénou hypotézu, viry pravdépodobné pochazeji z bunék
zaloZzenych na systétmu RNA-protein a vznikly redukci z parazitujicich RNA bunék nebo
z genetického materiélu, ktery unikl z genoma téchto bunék.

K piesnému popisu evoluéni biologie archeavirt bude treba jeSté provést vice studii,
nebot’ dosud byl izolovan jen omezeny pocet vira z malého okruhu hostitelskych archei. Rovnéz
samotna doména Archaea neni dosud zcela znama v3em skupinam biologi a taxonomie
archeavira je v soucasnosti nepiesna. Archealni viry, a¢ zcela nepiibuzné s viry bakterii, jsou
jesté klasifikovany jako “bakteriofagy* a v nejnovéjsi edici Virus Taxonomy jsou uvadény pod
hlavickou “Celedi a rody infikujici bakterie”. Z toho je ziejmé, Ze zkoumani systému virus a
jeho hostitel téZ u jinych fylogenetickych taxont archeéalni domény a rozvoj genomiky archeavira
je vyznamnou védeckou prioritou, kterd mtze poskytnout nové poznatky a nové proniknuti do

dulezitych otazek tykajicich se podstaty a pavodu novodobé virosféry.

Literatura pouZita v tomto clanku je u autorky.
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Zména pohledu na vyznam tichych mutaci
Jan Smarda 111

Jako tiché se oznacuji takové mutace, které méni nukleotidovou sekvenci DNA, ale
neméni kddujici smysl prislusného kodonu, tj. neméni aminokyselinu, kterd se vyjadienim
pozméneéne genetické informace zarazuje do struktury proteinu. Zména sekvence kodonu se
nemusi projevit zménou struktury proteinu proto, Ze geneticky kéd umoziuje n¢kolika raznym
kodénum kodovat stejnou aminokyselinu. Pokud mutacemi dochazi k variacim v rdmci kodont,
které maji stejny kodujici smysl, protein si svou aminokyselinovou strukturu uchovava. Z tohoto
davodu byly tiché mutace povaZovany za nevyznamné z hlediska vlivu na funkci postizeného
proteinu. Nedavno publikované prace vSak ukéazaly, Ze i tiché mutace mohou mit pro organismus
vazné dusledky. Pracovnici laboratofe  Michaela  Gottesmana  (National —Cancer
Institute, Bethesda, USA) prokézali, Ze pro funkci proteinu neni zanedbatelny vybér kodona, ze
kterych je syntetizovan (Kimchi-Sarfaty, C., Oh, J.M., kim, .W., Sauna, Z.E., Calcagno, A.M.,
Ambudkar, S.V., Gottesman M.M., Science 315 (5811): 466-467, 2007). Ukéazalo se totiz, Ze
tichd mutace genu MDR-1 meéni vlastnosti P-glykoproteinu s vaznymi dasledky pro lidsky
organismus. P-glykoprotein se podili na rezistenci nadorovych bunék k puasobeni
chemoterapeutik tim, Ze napomaha jejich vylu¢ovani z bun¢k. Ticha mutace genu MDR-1
(C3435T) v kombinaci s dalSimi mutacemi potencuje funkci P-glykoproteinu a tak zvysuje
odolnost nadoru k chemoterapii. Podstata tohoto ucinku podle autort spoc¢iva v tom, Ze v prabéhu
proteosyntézy se pritomnost mutovaného tripletu sice neprojevi zménou kvality aminokyseliny,
ale rychlosti sjakou je tato aminokyselina k proteinovému fetézci ptipojena. To se projevi
zmeénou Vv sestavovani funkeni konformace vysledného proteinu. Tento vysledek naruSuje dalSi

z tradi¢nich ,,dogmat molekularni biologie.

36



Ke koirenam zivota: ohlédnuti za prednaskovymi kurzy
Edwarda N. Trifonova

Jiri Fajkus

V kvétnu 2007 méli studenti Masarykovy univerzity v rdmci cyklu prednaSek zahrani¢nich
odborniki INNOLEC moznost absolvovat dva piednaskové kurzy Prof. Edwarda N. Trifonova
“Early molecular evolution” a “Genetic Codes”. Vzhledem k vysokému zajmu o tyto piednasky a
piiznivemu ohlasu na né povaZzuji za vhodné kratce predstavit osobnost Profesora Trifonova i
prostrednictvim Informachich lists GSGM.

V soucasné dobé pracuje Edward Trifonov, ktery nedavno oslavil své 70. narozeniny, jako
vedouci Centra genomové diverzity na univerzité¢ v Haifé v lzraeli. Je svétové uznavanym
expertem v oboru sekvenc¢ni biologie, discipling vénujici se odhalovani biologicky vyznamnych
sekvenénich kdéda. Edward Trifonov a jeho spolupracovnici byli prvni, kteti detekovali hlavni
periodicitu bazi o délce 10-11 bp v sekvencich DNA (1980-1981). Spravné predpovedéli, Ze tato
periodicita je zdkladem kodovani zakiiveni DNA (DNA curvature) a polohy nukleozomu
(nucleosome positioning). Na zékladé znalosti mnoha raznych sekvenc¢nich koda, z nichz nekteré
byly jeho vlastnimi objevy, prosazoval Edward Trifonov nazor o prekryvu a interakcich mezi
jednotlivymi kody (1989), jedinec¢né vlastnosti genetickych sekvenci. Jeho teorie rychlé adaptace
(1989, 2004), ktera pripisuje dulezitou ,,dolad’ovaci“ funkci jednoduchym tandemovym repeticim
a zmeénadm poctu jejich kopii, ziskava stale Sirsi uznani. Edward Trifonov je dale spoluobjevitelem
modularni struktury proteint ze smyckovych moduli (spolecné s1. N. Berezovskym a A.
Grosbergem, 2000). Tyto moduly v podobé uzavienych smycéek o velikosti 25-30
aminokyselinovych zbytkt vytvaii zaklad proteomického kddu, ktery umoZnuje popisovat a
porovnavat proteiny v novém jazyce téchto modula. Nejnovéjsi vadni Edwarda Trifonova je
rekonstrukce nejrangjSich udalosti v evoluci tripletoveho kddu a odvozeni sekvence a struktury
prvotnich malych proteint. DalSi informace o tomto zajimavém a v pravém slova smyslu
zakladnim  vyzkumu je  moZzné najit na  jeho internetovych  strankéch

http://research.haifa.ac.il/~genom.

Osud vetSiny hypotéz, teorii a objeva Edwarda Trifonova a jeho spolupracovniki bohuzel

provazi osud trosku podobny osudim Mendelovy teorie dédi¢nosti: teprve nyni, ¢tvrtstoleti po

vvvvvv

znovuobjevovany, velmi ¢asto bez uvedeni citaci na pavodni prace. Ale na zavér jedna dobra
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zprava pro zdjemce o témata, kterymi se Edward Trifonov zabyva: béhem jeho navstévy bylo
ujednéno, Ze od podzimu 2007 bude pasobit na ¢asteény Uvazek na PiF MU v ramci Oddéleni
funkéni genomiky a proteomiky Ustavu experimentalni biologie, a kromé& piednasek nabizi
moznost Skoleni diplomantd a PhD studenti se zdjmem o tento ,trifonovovsky“ typ
bioinformatiky, kterd hleda rad v silném Sumu a zdanlivém chaosu piekryvajicich se genetickych

kodu, a v zamlZenych pocatcich vyvoje Zivota.
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Mendelovo muzeum - Muzeum genetiky

Déjiny nejmladSiho muzea v Brn¢ se zacaly psat v roce 2000, kdy vySel od mezinarodni

skupiny védca impuls prezentovat nové geniélni objev Gregora Mendela v pavodnim prostiedi a
kontextu souc¢asného vyvoje védy.
V cele této iniciativy pro Brno stala rakouska spole¢nost Vereinigung zur Férderung der
Genomforschung (VFG) ve spolupréaci s Augustinianskym opatstvim na Starém Brné. Upravy
prostor navrhla architektka Eva Jificna a realizace vystavy se ujala Wallace Kemp Artakt
z Londyna, za spoluprace s Masarykovou univerzitou a Mendelovou zemédélskou a lesnickou
univerzitou. V polovin¢ roku 2002 byla jako vysledek této iniciativy oteviena v opravenych
prostordch augustinianského opatstvi vystava: Génius genetiky, oslava Gregora Mendela védou
a uménim. Navstévnikam predstavila Mendelovy origindlni dokumenty i osobni pamatky;
vystavend dobova odborna literatura a predméty uvadéla jeho vyzkumy do védeckého a
spolecenského kontextu doby. Princip Mendelovych z&kont dédic¢nosti zde byl ptedstaven
nazorné pocitacovou animaci. Ozvlastnénim bylo doplnéni vystavy uméleckymi dily evropskych
vytvarniku, kteti nasli inspiraci v ptirodeg.

Na zékladé mezindrodniho ohlasu byla ¢ast vystavy piedstavena v roce 2003 v Janové na
Festivalu védy a zapuajcky z vystavy byly nahrazeny dalSimi originaly a doplnény jedine¢nou
replikou pavodniho modelu dvojité Sroubovnice DNA sestavenou v Science Museum v Londyné
v roce 1953.

Narustajici zajem vetejnosti, predevSim zahrani¢ni, o navstévu této unikatni vystavy a
potieby dalSi cinnosti si vyZadaly vytvoieni pracovniho tymu; v dubnu 2004 tak vzniklo
ob¢anské sdruzeni Mendel Museum. Jeho &leny se staly: Opatstvi Staré Brno Radu sv.
Augustina, Vereinigung zur Forderung der Genomforschung se sidlem ve Vidni, Masarykova
univerzita a Mendelova zemédélska a lesnicka univerzita. Cestné ¢&lenstvi prijali vyznamni
svétovi védci, mezi nimiz jsou i tii nositelé Nobelovy ceny, sir Paul Nurse, James Watson a Eric
Wieschaus.

Duvodem zatim posledni reinstalace muzejni expozice v ¢ervnu 2006, byla zapujcka velké
¢asti exponata na vystavu: Gregor Mendel: Planting the Seeds of Genetics ve Field Museum v

Chicagu. Field museum je i garantem dalSiho turné, které tuto vystavu piedstavi ve vyznamnych
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piirodovédnych muzeich a na univerzitach v nékolika statech USA. Do Brna se zapuajcky vrati na
podzim 2008.

Soucasnd expozice nabizi kromé fady dosud nevystavovanych dokumenta a predméta
z Mendelovy pozistalosti (napiiklad vychazkova hul, dioptrické bryle s nahradnimi skli¢ky,
mikroskopy, se kterymi pracoval apod.), inovovany soubor knih, které svéd¢i o Mendelové Sifi
zajmu nejen o prirodovédecka badani, ale i o dalSi oblasti, zejména vcelarstvi a meteorologii. Pri
jejim otevieni zaujala navstévniky rovnéz instalace novych uméleckych d¢l, zajimavych nejen
inspiraci prirodou, ale také technikami. Sva dila laskavé zapujcili vyznamni ¢esti vytvarnici

Zdengk Slama, Pavel Hayek a Jiii Sigut.

SoubéZzné s rozvojem expozi¢ni a muzejni ¢innosti se muzeum prezentovalo od roku 2003
védeckymi piedndSkami, které se od roku 2005 soustiedily do cykla pod ndzvem: Mendel
Lectures, kde za velkého zajmu ceské védecké verejnosti predndSeli predni svétovi veédci
z oblasti genetiky a molekularni biologie. Na jejich poradani se za podpory Jihomoravského kraje
vyznamné podili Anna Nasmyth z Cambridge a od nas Jan Motlik za AV CR a Jitina Relichova

za MU. V pristim akademickém roce se uskuteéni prednasky Titia de Lange, Rudolph Jaenisch,
Svante Paabo, Richard Durbin, Elliot Meyerowitz a sir Paul Nurse.

Pro laickou vetejnost se konaji od roku 2002 Piednasky v Mendelové refektaii. V lonském
roce byl v ramci téchto prednaSek pripraven vzdélavaci cyklus, ktery pod nazvem Gen-etika
vysvétloval popularni formou podstatu genetiky, dédi¢na onemocnéni a v soucasné dobé aktualni
etické otazky s ni spojené ( prednéSejici R. Gaillyova a R. Veselska). Setkal se s velkym ohlasem,

coZ néas stavi pied ukol pripravit jeho stejné zajimavé pokracovani.

Do vzdélavacich pland muzea pro verejnost patfi od minulého roku rovnéZz poradani
kratkodobych vystav, tematicky doplnujicich stalou expozici. V KklaSterni chodb¢ vystiidala
vystavu k ,,50. vyroc¢i objevu DNA* prezentace dalSiho vyznamného vyroci v genetice —

50. vyroc¢i uréeni spravného pocétu chromozomu u ¢lovéka s ndzvem Pogitani chromozomii
(autoti J. Relichovd, P. Kuglik a A. Oltova). Tato vystava je urcena predevsim studentim
strednich a vysokych Skol, nebot atraktivni a piistupnou formou piindsSi v jednotlivych

tematickych celcich ucelenou informaci: Historie objevu, Co jsou chromozomy?, Metody studia
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chromozomt a Chromozomy a genetické choroby. V tradici téchto kratkodobégjSich vystav

Y

vénovanych meznikam v genetice bychom chtéli pokracovat i v piistich letech.

Pro rozSiteni sluZzeb navstévnikam byl v letoSnim roce piizptisoben vstupni prostor muzea
vystavnim ucelaim; kovové zavésne zatizeni korespondujici s celkovym vybavenim interiéru,
umoznuje komorngjsi vystavy prevazné dvojrozmérnych praci. Prvni vernisdzi bylo v bieznu
otevieni vystavy: Orbis herbarum, kde Magdalena Chumchalova piedstavuje védeckou kresbu
rostlin. Mezi 33 vystavenymi zobrazenimi jsou i rostliny, se kterymi konal pokusy Gregor
Mendel. Na podzimni mésice je pripravovana vystava plastik a kreseb s pievazné sakralni

tematikou akademické sochatky Otilie Demelové — Suterové.

Mendelovo muzeum mé v planu dalsi projekty, které by slouzily predevsim ceské verejnosti
dozvédét se vice o historii a soucasném rozvoji genetiky. Céstecné se jiz podatilo naplnit projekt
vybudovani didaktické mistnosti, ktera by slouzila zejména pro studenty stiednich a vysokych
Skol. V ramci tohoto projektu je v muzeu piedstavena virtualni Fly Room (autofi J. Relichova a
M. Stehlik) jako paralela vyzkumné laboratoie Kolumbijské univerzity, ve které T. H. Morgan se
svymi spolupracovniky na zaklad¢ vyzkumu s mouchou Drosophila melanogaster formulovali
zasadni objevy v genetice. Zatim maji studenti a navstévnici moznost shlédnout a aktivné

pracovat s pocitacovymi animacemi kiiZeni drozofil a dozveédét se o historii objevi.

Znalosti o Gregoru Mendelovi si mohou navstévnici doplnit i prohlidkou zahrady, kde najdou
panely informujici o jednotlivych zajimavostech, at’ jiz u zakladt Mendelova skleniku nebo u
jednotlivych zahoni, kde jsou kazdoroéné vysazovany geneticky zajimavé rostliny nebo ty, se
kterymi Gregor Mendel experimentoval. Pravodci muzea zajemce zavedou i k ptvodnimu
Mendelovu v¢elinu, ktery téZ prochéazi rekonstrukci. V posledni dobé byly restaurovany tii

puvodni uly z Mendelovy doby.

Mendelovo muzeum navstivi roéné témetr 7 000 ndvstévniki. Je ¢lenem Asociace muzei a
galerii CR a zapojuje se zajimavymi akcemi do jeji ¢innosti. Soucasti je naptiklad Muzejni noc,

jejiz program byl letos vénovan Pavlu Krizkovskému, jehoZz jméno a dilo je spjato s

Augustinianskym opatstvim.
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V roce 2007 pievzala Mendelovo muzeum Masarykova univerzita. Zamérem prevzeti bylo
piihlasit se k odkazu této svétové osobnosti, rozsitit stavajici expozici o moznost prezentovat zde
aktualni vysledky vyzkumu univerzitnich pracovist’ a také dokongit projekt obnovy Mendelovy
genetické zahrady. Piedstavitelé Masarykovy univerzity si vazi Gsili téch, ktefi se zaslouZili o
rozvoj Mendelova muzea. Dukazem toho je udéleni Zlaté medaile rektora MU profesoru Gustavu
Ammererovi, predstaviteli videnské spole¢nosti VFG, ktera stala na samych poc¢atcich budovani

muzea v dnesni podobé.

www. mendel-museum.org. PhDr. llona L&znickova, manaZerka muzea
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Recenze

ZAKLADY LEKARSKE GENETIKY

O vyznamny a zasluzny knizni pogin se pricinila skupina pracovnika Ustavu biologie a
lékaiské genetiky 2.LF UK v Praze - Motole pod vedenim prof. MUDr. Petra Goetze, CSc.
Z anglickeho originalu pielozila knihu Doriana J. Pritcharda a Bruce R. Korfa: Medical Genetics
at a Glance (Blackwell Publishing Company Ltd., Oxford 2003 et 2005), a potéSila tak Siroky
okruh zajemcu o tuto oblast genetiky jak z fad studentt ceskych lékaiskych a prirodovédeckych
fakult (to predevsim), tak i odborniku z blizce ptibuznych oboru.

Prekladu, ktery v ¢esStiné nazvali Zaklady lekarské genetiky, se ujali prof. MUDr. Petr
Goetz, CSc., doc. RNDr. Jaroslav Mare$, CSc., RNDr. Eduard Kogarek, Ph.D., a MUDr. Séarka
Vilimova. Kniha je roz¢lenéna na tii ¢asti (Vyvojova biologie, Lékaiska genetika, Klinické
aplikace genetiky) a ma obsahové velmi Siroky zabér, od zakladt bunéené a vyvojove biologie,
pies cytogenetiku a obecnou a molekularni genetiku az k vyuZiti genetickych poznatka v klinické
praxi. Na celkem 182 stranach textu se tak ¢tenar maze seznamit (koncizné a bez nepodstatnych
detailt) s organizaci a se zakladnimi funkcemi eukaryotické bunky, se strukturou chromosomii,
se z&kladnimi principy struktury a exprese genetické informace, s problematikou bunééného
cyklu, lidské gametogeneze, lidské embryologie a se zakladnimi principy pohlavni diferenciace u
¢loveéka, a dale pak s podstatou nej¢astéjSich pocetnich i strukturnich chromosomovych abnormit
u ¢loveka, s principy autosomalné dominantni a autosomaln¢ recesivni dédi¢nosti, s podstatou a
charakteristickymi projevy pohlavné¢ vazané deédicnosti, s problematikou vrozenych vad,
multifaktorialnich znaku, ale i se zakladnimi principy metodologie studia dédi¢nosti u ¢loveka
(rodokmenovd metoda, studie dvojc¢at, popula¢ni studie), svyuZitim vazebné analyzy pfi
urcovani genetické progndzy postiZzeni potomka deédiéné podminénou chorobou, s principy a
moznostmi mapovani gena u c¢loveéka, s problematikou mutageneze a reparace poSkozené
genetické informace, s molekularné biologickou podstatou nadorového bujeni i se zakladnimi
principy lidské imunogenetiky. Kone¢n¢, ve tieti ¢asti knihy se ¢tenar seznami s klinickymi
aplikacemi genetickych poznatki, konkrétné napt. s pravidly sestavovani genetickych rodokment
a stanoveni genetického rizika, se zpiasoby cytogenetické chromosomové analyzy, s podstatou a
moznostmi biochemické analyzy pro predikci postiZzeni potomka dédiéné podminénou chorobou,
s problematikou genetického poradenstvi, s principy prenatalni genetické diagnostiky, ale i
s podstatou v Klinické genetice stale ¢astéji vyuzivanych molekuldrné genetickych metod a
postupt (sekvenovani DNA, Southernav pienos, polymerazova retézova reakce). Zaver knihy je
vénovan preventivni genetice a problematice péce o pacienty postizené raznymi typy dédi¢né
podminénych chorob.

Knihu, kterd je opatiena i vykladovym slovnickem zakladnich odbornych terming,
piehledem raznych informacénich zdroju (vcetné internetovych), a rejstiikem (a velkym
mnozstvim velmi zdafilych dopliujicich a vysvétlujicich schémat a obrazka), vydalo
nakladatelstvi Galén v Praze vroce 2007. V prodejné Zdravotnicka literatura — Miroslav
Wimmer v Praze 2 v Lipové ulici 16 je k dostani za 450,-K¢.

Petr Pikalek
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