Z4&pis ze schuze vyboru genetické spole€nosti Gregora Mendela, ktera se
konala dne 25.5. 2011 v Brné

Misto konani: )
Univerzitni kampus v Brné-Bohunicich, pracovna feditele Ustavu
experimentalni biologie PFF MU, pavilon A17, mistnost 431.

Pritomni (bez tituld): DoskaF, Knoll, KoCova, Kormutak, Malachova, Nesvera,
Relichov4, Slaninova, Smarda, VI¢ek, VojtiSkova
Omluveni: Miadokova, Pikalek, Zadrazil, Zeleny

Program schuze:

Informace o €innosti vyboru od posledni schuze (listopad 2010)
Zhodnoceni obsahu minulého Cisla IL €. 37 a pfiprava dalSiho Cisla
Projednéani aktualniho stavu pfipravy konference GSGM 2011 v Lednici
Vyhodnoceni predloZzenych navrhd do soutéZze mladych pro udéleni
ceny GSGM

5. RGzné

PONPE

ad 1) + 3) Schuzi zahdjil prof. DoSkar a omluvil nepfitomné ¢leny vyboru.
Cinnost vyboru v uplynulém obdobi: Pokragovala intenzivni organizaéni
¢innost na zajisténi konference GSGM v Lednici v zafi 2011. Jednani
vyborové schlize se zucastnili dva zastupci studentského sdruzeni Biomania
(Reichman, Skoda), ktera se podili na technickém zajisténi konference
GSGM.

Byl sestaven program konference zaméfeny na aktualni problematiku v oblasti
genetiky a molekularni biologie, byli pozvani pfedni odbornici k plenarnim
pfednaskam (Bartova, Hampl, Hofinova, Kejnovsky, Krajcovi¢, PirSel,
PospiSek, Tomaska, Vyskot).

Veskeré informace o konani konference, programu, registraci on line, byly
zvefejnény na internetovych strankach GSGM http://www.gsgm.cz/ a pfimo
na strankach sdruzeni Biomania:

http://www.biomania.cz/gsgm2011/ .

Clenové GSGM byli individuélné informovani o konani konference elektronicky
nebo dopisem s odkazem na internetové stranky GSGM.

Studenti ze sdruZeni Biomania informovali o aktualnim stavu organizacnich
pFiprav konference (25.5. 2011):

a) Jednani konference se aktivné zuc€astni zastupci sponzorujicich firem
(Eppendorf, Schoeller, Biorad, Scintila s.r.o., Bioconsult, Roche s.r.o.,
Trigon—plus, Genetica) prednaskou nebo vystavkou se zafazenim do
programu konference.




b) Dosud pfihlaSenych u&astnik( 18; ¢lenové vyboru byli pozadani, aby
vyzvali na svych pracovistich k aktivni U€asti na konferenci zejména
mladé spolupracovniky a studenty.

c) Byly pfipraveny a vytistény plakaty A4 (Biomania) o konani konference
GSGM. Clenové vyboru zajisti jejich rozeslani na réizna pracovistg,
zabyvaijici se genetikou a molekularni biologii.

d) Vybor byl pfitomnymi zastupci Biomanie seznamen s finan¢ni kalkulaci
konference.
poplatku, pozastavila se nad znevyhodnénim ¢&lend GSGM, vzhledem
k tomu, Ze vySe poplatku je stejna pro ¢leny i pro necleny spole€nosti.
Prof. DoskaF uvedl, Ze vySe poplatku byla stanovena na zakladé
pfedbézné kalkulace tak, aby byla finanéné co nejvyhodnéjSi pro
vSechny pfihlaSené ucastniky.

f) Doc. Slaninova dale upozornila na nejednoznaénou informaci o cenach
za ubytovani (jedno — dvoultiZzkové pokoje, Zamecky hotel nebo
Penzion). Informace o ubytovani bude upfesnéna na internetovych
strankach v nejkratSim terminu - provedou zastupci Biomanie).

g) Uzavérka prihldSek a souhrnl bezpodmineéné do 14. 7. 2011.

h) Sbornik bude obsahovat program konference, souhrny pfednaSek a
plakatovych sdéleni, informace o lednickém arealu. Sbornik bude
evidovan pod ISBN.

) Clenové vyboru zhodnotili aktudlni stav pfiprav konference s vyse
uvedenymi pfipominkami.

Ad 2) Clenové vyboru velmi kladn& zhodnotili obsah a odborné &lanky
uvefejnéné v poslednim Cisle IL € 37, stejné tak i kvalitni a napaditou grafickou
dpravu.

Prof. Smarda informoval o pfedb&Zném obsahu pfipravovaného &isla, které se
bude tykat:

a) zivotniho jubilea Doc. Ing. V. Orla, DrSc.

b) zhodnoceni prabéhu konani konference GSGM v zafi 2011,

c) uvedeni rozS8ifenych referatu z vybranych plenarnich pfednasek a ¢lanek
vyherce Ceny GSGM, kterd bude udélena v ramci jednani konference.
Redakéni uzavérka IL €. 38 bude 10. fijna 2011.

Ad 4) Vyhodnoceni predloZzenych navrhu do soutéZze mladych pro udéleni
ceny GSGM s finan¢éni odménou ve vysSi 2000 EUR od sponzorujici firmy
M.G.P. s.r.o. Zlin.

Do soutéZe v prodlouzeném terminu do 15. dubna 2011 byly podany tfi
pfihlasky doloZzené publikovanymi védeckymi pracemi v poslednich tfech
letech pfed podanim pfihlasky do soutézniho kola. Vybor byl s odbornym
obsahem vSech tfi pfihlaSek seznamen. Bylo konstatovano, ze jedna pfihlaska
neodpovida statutu ceny GSGM (autor nebyl ¢lenem GSGM) a z toho ddvodu
byla pfihlaSka vyfazena. Vybor genetické spole¢nosti dale peclivé zhodnotil
védecky obsah zbyvajicich dvou pfihlasek a na navrh odborné posuzovatelské



komise ve slozeni prof. Dodkaf, prof. Smarda, prof. Vi¢ek, ktera kladné
zhodnotila dlouhodoby vyznamny védecky pfinos autora v oblasti vyzkumu
geneticky podminénych metabolickych poruch, udélila cenu GSGM za obdobi
2008 - 2010, doc. O. Sedovi, Ph.D. Clenové vyboru jednomysiné souhlasili
s rozhodnutim komise.

Prof. DoskaF za$le pisemné oznameni vyherci ceny GSGM (doc. O. Sedovi)
sinformaci o0 povinnosti autora pfednést plenarni pfednasku v ramci
konference v Lednici a sou€asné uverejnit anotaci pfednasky ve sborniku
konference.

5) Ruzné:

Prof. Knoll upozornil na zakladé vypracovaného prehledu placeni ¢lenskych
prispévka ¢lend GSGM, Ze uhrada je velmi liknava a pocet zaplacenych
prispévku pro rok 2011 je velmi nizky.

Dr. Ko¢ova informovala vybor o dopInéni seznamu elektronickych adres ¢lenu
GSGM a o prihlaSkach tfi novych €lent se sou¢asnym pridélenim ¢lenskych
isel (variabilni symbol pro placeni &l. pFisp&vka): Mraz (115), Smardova
(116), Rothova (117).

Na zavér jednani, prof. Doskar oznamil zahajeni pfiprav voleb nového vyboru
GSGM.

Prof. ViCek do SirSi kandidatky navrhuje prof. TomasSku, ktery s nominaci
vyslovil souhlas.

Zapsala: M. VojtisSkova

Zprava o ¢innosti vyboru a aktivitach spoleénosti GSGM za uplynulé
obdobi (2008 - 2011) prednesena na Valném shromazdéni konaném dne
15. 9. 2011 v rdmci genetické konference v Lednici

Vybor GSGM pracoval v uplynulém volebnim obdobi ve sloZeni: pfedseda — J.
Doskaf, mistopfedsedové — J. Relichova, S. Zadrazil, D. VI¢ek, tajemnik — J.
Fajkus, uvolnén na vlastni Zadost z pracovnich divodd na vyborové schizi
25.5. 2010, dale jako tajemnik pracovala M. Vojtiskova a M. Kocova,
hospodafi za CR A. Knoll, za SR M. Slaninova, hlavni redaktor IL — J.
Smarda, koredaktofi K. Malachova, E. Miadokova, P. Pikalek, spravce
webovych stranek A. Knoll, organizace soutéze GSGM o Cenu pro mladé
véd. pracovniky — M. Vojtiskova, Clen vyboru K. Zeleny, revizofi uctu — J.
Nesvera, K. Angelis, E. Cellarova a A. Kormutéak.

Vybor se schazel pravidelné 2x do roka v podzimnim (listopad) a v jarnim
(kvéten) terminu. Za posledni funk&ni obdobi se vybor seSel celkem 6x na



peclivé pripravenych jednanich a projednal aktualni Ukoly, vztahujici se
k ¢innosti Spolednosti, zabyval se pfipravou a schvaloval obsah ¢asopisu
GSGM, Informacnich listd, jejichz Groven, zejména odbornych pfFispévku, se
za posledni roky vyrazné zkvalitnila (zejména zéasluhou redaktora J. Smardy).
V letech 2009-2011 vznikla 4 ¢isla Informacnich lista (34-37) v modernizované
grafické Upravé a barevném provedeni, coZz bylo umoznéno podporou ze
strany sponzorskych firem Roche a Eppendorf. Hlavnim obsahem uvedenych
Cisel byly prehledné ¢&lanky respektovanych ceskych a slovenskych védcu
zaméfené na nékterou z oblasti moderni genetiky, kratSi sdéleni popisujici
ginnost na vybranych genetickych pracovistich v Ceské republice a na
Slovensku a ¢&lanky historické, pfipominajici vyro€i vyznamnych objevl a
mezniky v historii genetiky. Své misto v kazdém z Cisel mély rovnéz informace
ze soucasnosti dokumentujici aktualni déni v tomto oboru, jako napf.
oznameni o konani vystav, védeckych konferenci a pfednasek, feSeni novych
vyznamnych projektl, recenze novych ucebnic, apod. IL €. 34 byly témér
vyhradné vénovany Genetické konferenci, ktera se konala v roce 2008 v
Bratislavé. Obdobné by mélo byt hlavni naplni nejbliz§iho budouciho Cisla IL
(38) hodnoceni genetické konference GSGM uspofadané v zafi 2011 v
Lednici.

Z4apisy z jednani vyborovych schizi byly uvedeny jako soucast IL (€. 34 —
37) a také uvefejnény na webovych strankach spolecnosti. Dale se vybor
zabyval inovaci webovych stranek a jejich spravce A. Knoll se zaslouzil o
jejich aktivaci a pribéznou aktualizaci informaci uréenych pro ¢leny GSGM
(http:/www.gsgm.cz).

DalSim splnénym ukolem wvyboru, kterého se iniciativné zhostila M.
Kogové, bylo doplnéni aktualniho seznamu &lent CR o elektronické adresy,
aby byl umozZnén bezprostfedni kontakt s ¢lenskou zékladnou. Elektronickych
adres €lenu bylo jiz uspéSné vyuzito pfi pfipravé konference rozeslanim vyzvy
k tCasti na konferenci, informace o registraci, ubytovani apod. Vybor
pfedpoklada plné vyuziti elektronickych adres pro aktivni kontakt s ¢lenskou
zakladnou zejména pfi pfipravé nadchazejicich voleb vyboru. O elektronické
adresy €lenld bude postupné doplnén také registr ¢len na Slovensku.

Clenska zakladna pro Seskou &ast spoleénosti se rozrostla na 77 &lend,
v roce 2011 byli pfijati 3 novi ¢lenové (M. Mraz, O. Rothové, J. Smardova),
dalsi pfihlasky budou projednany v podzimnim terminu vyborem, jeden clen
z divodu véku ukongil ¢lenstvi. Na Slovensku je v sou¢asné dobé evidovano
51 &lend. Celkovy poéet &lenti z obou &asti (Cesko a Slovensko) genetické
spole¢nosti uvedenych na seznamu (http:/www.gsgm.cz) je 128 ¢lenl k datu
konani Genetické konference v roce 2011.

VIL €. 34 (bfezen 2009) bylo uvefejnéno vyhlaSeni dalSiho (v poradi jiz
¢tvrtého) kola soutéZze o Cenu GSGM za léta 2008 - 2010 pro mladé védecké
pracovniky. Cena je dotovana finan¢né firmou M.G.P., s.r.0., Zlin. Pfes
opakované vyzvy, uverejnéné v IL, nebyl o soutéz takovy zajem, jaky vybor
oCekaval. Na tomto misté je vhodné apelovat zejména na Skolitele studentd
DSP, aby vyzvali své studenty k GCasti v soutézi. Statut ceny byl publikovan
vIL souCasné svyhlaSenim a podrobné informace jsou vyvéSeny na



webovych strankach (http:/www.gsgm.cz). Bohuzel vtomto, jiz uzavieném
kole soutéze se seSlo velmi malo pfihlaSek. Dulezité je, aby nedochéazelo
k chybné interpretaci podminek pro udéleni Ceny a to vék do 35 let, ¢lenstvi v
GSGM, dodrzeni terminu podani pfihlasek.

V poslednim obdobi (od vyborové schlize 25. 5. 2010) zacala intenzivni
pfiprava Genetické konference 2011. Byl navrzen ramcovy odborny program,
vytipovana nosna aktualni témata z oblasti genetiky a navrzeni pFedni
odbornici z CR a SR k zajist&ni pfednasek. V nasledném obdobi se &lenové
organiza¢niho vyboru schazeli €astéji pro upfesnéni organizaCnich pfiprav
konference. ZajiSténi organizace se ujali studenti z PfF a LF MU ze sdruzeni
Biomania. Zhodnoceni Genetické konference 2011 bude pfedmétem nasledné
vyborové schuze (podzim 2011), je tfeba jiz nyni podékovat vSem ¢lenlim
organiza¢niho vyboru a studentim sdruZeni Biomania za aktivni pomoc pfi jeji
organizaci.

Vyuctovani hospodafeni GSGM za rok 2010, jak za €eskou, tak slovenskou
¢ast Spole¢nosti bylo podrobné uvedeno vIL & 37. Na tomto misté lze
konstatovat, Ze hospodareni Spolecnosti neni ztratové, zustatek k 31.12. 2010
byl 11.471,11 K& pro CR a 1.220,74 EUR pro SR. Vybor opakované v IL
uvefejiioval vyzvy a pripominal ¢lenum jejich zakladni povinnost, a to
zaplaceni pfipévku za kalendarni rok nejpozdéji do unora pfislusného roku.
Prispévek slouzi predevSim k pokryti ndkladd na tisk a distribuci Informacnich
listd a je tfeba zminit, Ze jeho vySe zustava jiz nékolik let nezménéna (¢lenové
150, studenti a duchodci 50 Kg&).

| kdyZz zuvedeného prehledu vyplyva, Ze v uplynulém obdobi doslo
k pozitivnimu posunu v ¢innosti Spole€nosti, pro nadchazejici obdobi, po
volbé nového vyboru, Ize navrhnout sméry &innosti, kde sou€asny vybor vidi
nemalé rezervy. Zakladnim uUkolem pro nadchéazejici obdobi by mélo byt
pfijimani novych mladSich €lenu, a zejména jejich aktivni zapojeni v praci
vyboru, poradani studentskych konferenci pod zastitou GSGM, zvysSeni jejich
podilu na publikacni aktivité v IL, aktivni zdjem o ucast v soutézi o Cenu
GSGM pro mladé védecké pracovniky.

Kondi tfileté funkéni obdobi stavajiciho vyboru a vybor zahajuje pfipravu
novych voleb pro nasledujici obdobi. Volby probéhnou korespondenéné
béhem podzimu t.r.

Vybor GSGM



VYUCTOVANI HOSPODARENI GSGM K 19.8. 2011 ZA CR

Zustatek k 31.12.2010
z toho na udtu KB

v pokladné

PFijmy v roce 2011
aroky z uctu u KB
Clenské prispévky:

z toho placené na Ucet KB

placené hotové

Vydaje v roce 2011
obcerstveni jednani komise GSGM
poplatky bance za vedeni U¢tu a polozky

Zustatek k 19.8.2011
z toho na uctu KB

v pokladné

11471,11K €
9759,11 K¢
1712,- KE

3251,32 K €
1,32 KC

2950,- K¢
300,- K¢

1296,-K ¢€
340,- K¢
956,- KC

13426,43 K €
11754,43 KC
1672,00 KC

VYUCTOVANI HOSPODARENI GSGM K 7.9. 2011 ZA SR

Zustatek k 31.12.2010
z toho na uctu Tatra banky

v hotovosti

PFijmy v roce 2011
pFijmy z ¢lenskych poplatkd

Vydaje v roce 2011
poplatky bance za vedeni Uctu

Zustatek k 7.9. 2011
z toho na uctu Tatra banky

v hotovosti

1220,74 EUR
1213,66 EUR
7,08 EUR

1265,02 EUR
1222,94 EUR
42,08 EUR



Je tomu jiz 85 let ...

Liskovec u Kory€an, vesnice
2 km severné od Kory€an
lezi v jihozdpadnim cipu
okresu Kroméfiz na Opati
Chfibd v  kopcovité a
zalesnéné krajiné Moravy.
Asi nikdo ze souc€asnych
obyvatel si neuvédomuje, ze
29. 5. 1926 byl do matriky
zapsan Vitézslav Orel, ktery
nyni i pfes duchodovy vék
aktivné prozivd svuUj ZzZivot
v Brné s manzelkou Olgou.
Shoda nahod, tykajici se
zdravotni problematiky
dribeze, mé pred vice nez 15 lety umoznila osobni seznameni s ¢lovékem
vyjimeg¢nych pracovnich, osobnich a charakterovych vlastnosti. Clovékem,
ktery se pfes svuj zdravotni handicap pomoci pocitaCe a internetu dokéazal
spojit s celym svétem. Clovékem, pro kterého v&da a poznani jsou stale Zivé,
coz dokumentuji stale nové publikace od védecké genetiky Slechténi zvifat
k vyzkumu dédi¢nosti, Mendelovu objevu a vyznamu genetiky v modernim
védeckém poznani. Podékovanim, za tuto Stastnou nahodu, bych si dovolil
pfipomenout zivotni vyro€i doc. RTDr. Ing. Vitézslava Orla, DrSc., ktery kromé
uzkych kontaktd s Veterinarni a farmaceutickou univerzitou Brno, kde byl
vroce 1969 habilitovan z plemenarské biologie a genetiky, spolupracoval
s prof. MVDr. Bedfichem KlimeSem a z povéfeni Védecké rady VFU Brno
prevzal pred deseti lety Zlatou medaili univerzity za pomoc pfi rehabilitaci
vyuky a vyzkumu genetiky na veterinarni fakulté z ideologicko-politického
odmitani jako reak&ni védy. Jubilant pokracuje v duchu odkazu svého ucitele
doc. Ing. RTDr. Jaroslava Kfizeneckého, DrSc. v rozvijeni Mendelova
védeckého odkazu a pfilozena citace hodnoceni rukopisu, jeho rozséhlé
studie Science Studies and Mendel's Paradigm, profesorem Timothy M.
Coxem, mize byt dokladem jeho odbornych zasluh (viz nize).

Mirko Treu

Vybor GSGM se pfipojuje a pfeje svému cestnému ¢lenovi doc. V. Orlovi
hodné zdravi a Zivotniho elanu do dalSich let.



Dear Professor Orel,

First | must apologise for taking so long to respond properly to your kind
message and enclosed paper.

My only excuse is that | have been submerged with work - much of it urgent
and uncompromising. But | could wait no longer in getting back to you
after reading your fascinating manuscript. It is an ambitious piece and, if | am
fit to judge, an impressive synthesis of its own! You have brought to bear
contemporary views as to how forces in the philosophy and history of
science lead to radical new concepts.

Clearly you have discussed Comenius before: a remarkable pedagogue,
scientist and philosophical forerunner of the true age of enlightenment: |
greatly enjoyed your earlier references to him - as well as your very unusual
book with Roger Wood on the prehistory of genetics in selective breeding
(largely of livestock).

Comenius - educationist better than pedagogue, because he knew how to
‘draw out' (educere) understanding rather than push knowledge in, as our
present day political masters would like - was greatly influenced by the
Baconian ideas of utility and progress and had those strong links with the
Royal Society of London. You have also expounded the views of Kuhn and
showed how retarded scientific developments in Biology were because of the
lack of 'paradigms'. Actually,it seems to me thatthe experiments of the
chemists Lavoisier and Priestley in the 18th century broke into Biology very
decisively, but | accept the generalization.Of course, Comenius, Lavoisier,
Priestley - even Bacon - knew all about dissent from dogma and like Gallileo,
were liberated from the anti-intellectualism and suppression of inquiry that
came from religious cenorship in Rome.

Clearly the astonishing achievements of Mendel and their lasting effects
required something other than paradigms; and that something that did not
come directly from this enlightened background. He was a brilliant
experimentalist- a very practical scientist and, in the end, a successful one
because he discovered something unassailably tangible that led to predictive
science and discovery because it worked in the field.

His discoveries were inspired by observation and insatiable curiosity,Yes- but
he had his very own capacity to distill the difficult biological questions into
simple principles that could be tested by employing prodigious techniques and
powerful analytical thinking. By these means alone he was able to consider
unitary factors and then investigate complex interactions between them.
Mendel's gift was not simply in acute observation and courageous persistence;
he knew that science had to be predictive and lead to generalizable principles.
This required the experimental approach of perturbing and reducing natural
processes to get answers. Perhaps| am wrong, but | cannot relate the
ultimate success of Mendel directly to Kuhnian paradigms but much more to



Comenius, Newton and others.'After all', as they said against Fisher's studies,
‘Mendel was right' - and experimental work that allows predictive science to
develop in its own area is the science that leads to the new 'Paradigm'.
Nothing succeeds like practical success!

Your article is beautifully written and a deep pleasure to read: in it you have
articulated what previously | and others could never have done nor properly
see for themselves. Your historical researches have generated a convincing
picture of the intellectual environment which allowed Mendel to become the
genius he was. And of course, it is you who has shown us what he really
acheived for the scientific world as a unique product of the
enlightened intellectual environment of Moravia.

| do not know where you might best submit your article; clearly it deserves the
highest place in a authoritative journal where its influence will soon be felt -
and you will see the irony of that suggestion, for I am from the University of
Cambridge, like Bateson, and not Nageli!

| again send warmest congratulations and best wishes for a fulfilling and
healthy 2008,

Yours sincerely,
Tim Cox

Timothy M. Cox is Professor of Medicine, Honorary Consultant Physician,
acting chairman of Department at University of Cambridge, USA

Zasluha doc. Ing. RTDr. Jaroslava K Fizeneckého, DrSc. (1896-1964)
na vytvo reni Mendeliana v Brn é

Vitézslav Orel

V roce 1965 jsem vysvétloval pfi zahajeni mezinarodniho Mendel
memorial symposia v Brné zasluhu Kfizeneckého o zfizeni Mendelova muzea
a pracovisté pro historicky vyzkum vzniku a vyvoje genetiky, které pojmenoval
po poradé s profesorem latiny J. Ludvikovskym, Mendelianum (Orel, 1966).

Jaroslav Kfizenecky vystudoval v Praze Vysokou Skolu zemédélskou a
zadal se vénovat studiu genetiky. Jako asistent Ustavu obecné zootechniky na
nové zalozené Vysoké Skole zemédélské v Brné zacal ve vyuce obecné
zootechniky vysvétlovat i zaklady genetiky. Ugast pfi oslavach stého vyrodi
Mendelova narozeni v Brné v roce 1922 byla pro né&j podnétem pro rozvijeni
zajmu o vznik a vyvoj genetiky. Po navratu ze studijniho pobytu v USA v roce
1930 vypracoval ve spolupraci s J. Bélehradkem, profesorem biologie na
Lékarské fakulté Masarykovy univerzity, navrh na zfizeni Mendelova
genetického a eugenického Ustavu, jehoZz pracovnici méli zajiStovat rozvijeni



vyuky a vyzkumu genetiky na vysokych Skolach v Brné. Do projektu zahrnuli
také zfizeni Mendelova muzea, jehoz zaklady byly polozeny v arealu
Augustinianského klastera pfi oslavach stého vyroci Mendelova narozeni.

O zfizeni Mendelova muzea mohl Kfizenecky usilovat az po obnoveni
vysokoskolské vyuky po skonéeni druhé svétové valky v roce 1945. PFi studiu
zemédélského inZzenyrstvi mé vroce 1948 zaujala jeho vyuka zakladu
genetiky populaci pfi Slechténi hospodafskych zvirat. S nadSenim jsem pfijal
nabidku studovat genetiku jako pomocna védecka sila zootechnického Ustavu.
Tehdy ziskal v SSSR T. D. Lysenko (1898-1976) s pfimou Stalinovou
podporou monopolni postaveni ve vyuce a vyvoji biologickych véd nasilné
podfizenych politické ideologii. Genetika byla oznaCena za reakéni védu a
nasilné nahrazovana naukou tehdy jiz genetiky pfekonanou predstavou
dédi¢nosti ziskanych vlastnosti, oznaCovanou jako lysenkismus. To se zahy
projevilo také v naSi zemi. Pracovnici, ktefi to nepfijimali, byli zbavovani
pracovnich mist a pronasledovani. MUj zajem a az obdiv ke genetice se stfetl
s velkym roz€arovanim. Kfizenecky na vrcholu své védecké a pedagogické
prace musel opustit misto vysokoSkolského ucitele a pozdéji byl vystaven
stradanim ve vézeni.

Po skonleni studia jsem nastoupil misto v Brné v nové zfizeném
Vyzkumném Ustavu drabezarského pramyslu. Pfi kazdé prilezitosti jsem se
pokouSel prosazovat vyuzivani novych poznatkl védy pfi zavadéni
primyslové vyroby vajec a hlavné kufeciho masa - brojlerd. V publikacich o
reprodukci a selekci drubeze jsem poukazoval na vyznam genetiky. Vysledky
mého vyzkumu nachazely uplatnéni v praxi, takze jsem ziskal povoleni pro
externi spolupraci s tehdy nezaméstnanym Kfizeneckym (Orel et al., 1965).
Po vydani smérnic o zavadéni védeckych hodnosti vroce 1965, byl jsem
zafazen do kategorie védeckych pracovnikl s tim, Ze urychlené pfredlozim z
jiz publikovanych studii kandidatskou disertaci. V té dobé jsem také externé
prednasel technologii dribezarskych vyrobkl na potravinarské fakulté Vysoké
Skoly technologické (VSCHT) v Praze, kde mi byla nabidnuta habilitace.
Tehdy vyhlasil nové nastoupeny tajemnik UV KSC A. Novotny tfidni provérky,
pfi kterych byli pracovnici védeckée zakladny zafazovani do C&tyf kategorii,
oznacovanych jako A az D. Byl jsem zafazen do kategorie D, coZ znamenalo
pracovat jen manudalné, v mém pfipadé navic ve vyrobé mimo Brno. Sou¢asné
jsem byl odvolan i zexterni vyuky na VSCHT. Vedouci pracovnici
drabezarského pramyslu poukazovali na moje zasluhy pfi rozvijeni novych
technologii a kadrovy pracovnik mi zahy sdélil vyhodné&jsi zafazeni do
kategorie C. Mohl jsem pracovat jako technik v DribeZafskych zavodech v
Uherském Brodu. V prostfedi pracovniku ve vyrobé jsem v roce 1963 ziskal
povoleni pro obhajobu kandidatské disertace na Vysoké Skole zemédélské
v Nitfe. Bylo to spojeno s nabidkou mista védeckého pracovnika ve
vyzkumném ustavu Slovenské akademie véd.

V té dobé mé Kfizenecky po navratu z vézeni pozval ke spolupraci pfi
pripravé ucebnice genetiky v pFfesvédCeni, Ze v nejbliz8i dobé musi dojit
k obnoveni vyuky genetiky. Pfijal jsem nabidku pracovat v Brné jako technolog

~ v

v nové zfizeném Ustavu pro projektovani novych driibezarskych zavodl a to
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mi umoznilo externé spolupracovat s Kfizeneckym, ktery jiz vyhledaval
doklady ke zvefejnéni stého vyroCi Mendelova objevu v roce 1965. Kdyz byl
v roce 1963 pfijat do Moravského muzea s ukolem zfidit Mendelovo muzeum,
pozadal mé o spolupraci. Tehdy se mi naskytla pfilezitost externé
spolupracovat pfi vyuce a vyzkumu genetiky na veterinarni fakulté, tehdy
podfizené Vysoké Skole zemédeélské v Brné. V roce 1968 mné byla umoznéna
I externi vyuka genetiky a habilitace na této Skole. Nastupem politické
normalizace po roce 1968 moje externi vyuka na této Skole skondcila.

V dobé Kfizeneckého onemocnéni a jeho nahlého umrti jsem zajistoval
naroénou pfipravu zfizeni Mendelova muzea v klaSternim arealu od
vypracovani investiéniho Ukolu az po vybudovani muzejni expozice. Ve
spolupréci s dr. L. Marvanovou se nam téz podafilo v kratké dobé pfipravit
naroCnou expozici o vzniku a vyvoji genetiky v hlavni budové muzea a vydat
publikace k mezinarodnimu sympoziu v Brné vroce 1965. Zaroven jsem
zajistoval vydani dvou Kfizeneckého kniznich publikaci, vénovanych studiu
osobnosti G. Mendela a zakladi historického vyzkumu vzniku a vyvoje
genetiky (Kfizenecky, 1965a). Expozice tehdy vyznamné pfispivaly k obnové
vyuky genetiky na Skolach rdznych stupid a rozdilného zaméreni. Ve
vykladech navstévnikim jsme mohli poukazovat na vyznam genetiky a na
Skodlivost jejiho odmitani. Do pocateéni Uspésné Cinnosti Mendeliana zasahly
disledky okupace vroce 1968. TehdejSi pracovnici muzeu nadfizeného
Krajského narodniho vyboru kritizovali ¢innost Mendeliana, Zze pod rouskou
historie genetiky propagujeme néabozZenstvi. Musel jsem obhajovat existenci
Mendeliana jako samostatného muzejniho oddéleni. Jeho plsobnost se méla
omezit jen na funkci lektora v expozici a dokumentaci vyvoje genetiky.

Publikovani vysledku historického vyzkumu ve spolupraci s genetiky a
historiky véd mélo velky ohlas, coz vedlo k rozSifovani styku se zahrani¢nimi
badateli. Tehdy mi americka geneticka spoleénost udélila vyroéni cenu
spole¢nosti spojenou s pfevzetim medaile a finanéni podpory pro vyzkum.
Podminkou byla pfednasSka o vyzkumné praci v Mendelianu. Pfes doporuceni i
pfedstavitelt genetiky v nasi zemi jsem nedostal povoleni k vyjezdu. V té dobé
jsem jiz spolupracoval také s genetiky a historiky véd v SSSR. Vedouci
katedry historie a filosofie véd university v Moskvé, profesor V. Kupcov, DrSc.,
mi navrhl pFedlozit k obhajobé& doktorskou disertaci. V kratké dobé jsem do
rustiny prelozenou praci predlozil. Pracovnici moskevské university jesté
pozadovali pisemné povoleni nadfizeného politického organu, které jsem
nedostal. Nové vypracovanou doktorskou disertaci jsem mohl obhdjit az v roce
1989 na Karlové univerzité.

K Sifeni novych poznatkl o Mendelovi a pocate¢nim vyvoji genetiky,
které vychazely ze studia uchovavanych kniznich a archivnich dokladu
v Brné, pfispivali také pracovnici Moravské zemské knihovny zvefejriovanim
seznamu novych publikaci Mendeliana (Kfizenecky, 1965b). Jako pfiklad
ohlasu novych informaci v zahrani¢i mudZe byt kniha From biology to
biotechnology - progress protagonists and prospects in life science, vydana
vBrné v roce 1981. Jako vydavatel je uvadéno UNESCO, které hradilo
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naklad. Mendelianum v Moravském muzeu bylo povéfeno jejim vydanim
(JakubiCek a Kubicek, 1982).

Zadnému badateli se nepodafi splnit vSechna sva pFedsevzeti.
KFizenecky od svych 14 let publikoval vice nez 650 studii, Uvah, ¢lankl a
kniznich publikaci u nés i v zahrani¢i. V prabéhu 40 let usiloval o rozvijeni
Mendelova védeckého odkazu a na sklonku Zivota se zaslouzil o zfizeni
Mendelova muzea jako soucast Mendeliana, pracovisté pro studium a
dokumentovani historie vzniku a vyvoje genetiky. Snazil jsem se pokraCovat
v praci svého ucitele. Ve védeckych publikacich, zverejhiovanych u nas a
v zahrani€i i po odchodu do dichodu a zdravotnim postiZzeni, jsem se snaZil
pokraCovat ve spolupraci se zahraniénimi badateli prostfednictvim internetu.
Ve zkoumani vzniku védeckého Ukolu dédi¢nosti v SirSi historické souvislosti,
jesté pred Mendelovym pfichodem do Brna a jeho feSeni v Mendelové
objevitelském vyzkumu ve vyjimecéném kulturnim prostfedi na Morave.
Vysledky nyni pfijimaji genetikove i historikové véd. Jako pfiklad uvadim
studie vydané v roce 2010. V novém Casopisu v USA je zvefejnéna rozséhla
studie Science Studies and Mendel’'s Paradigm (Orel, 1981). Na
mezinarodnim Workshopu molekularnich genetik, uspofadaném v arealu
starobrnénského klastera, ve spolupraci s Mendelovym muzeem, byla
pfednesena také moje historicka studie The resurrection of Mendel's
discovery (Orel, 2010a). Prokazuji v ni také stanoveni vyzkumného ukolu
zahady dédi¢nosti a zvefejnéni prvni publikace o dédi¢nosti a vyvoji v Brné
pfed Mendelovym pfichodem do klastera. Koncem roku 2010 vysla jesté
podrobnéjSi Uvaha o souvislosti Komenského filosofie s Mendelovym
vyzkumem (Orel, 2010b).

Usiloval jsem téZz o zvySovani arovné vyuky genetiky u nas, predevsim
v Brné. K tomu vyznamné pfispivala moje spoluprace s funkcionéfi a ¢leny Cs.
biologické spole¢nosti a Genetické spolecnosti, ktefi podporovali pusobnost
Mendeliana. Vénovali jsme také pozornost studiu dokladd z obdobi deformace
genetiky a jejiho obnovovani. Nestacil jsem je jiz vyhodnotit v plném rozsahu.
Genetika je nyni Ustfedni biologickou védni disciplinou a jeji vyznam pronika
do dalSich pfirodovédnych a nové i do humanitnich obord pro vysvétlovani
postaveni C&lovéka v pfirodé a ve spole¢nosti. V novém demokratickém
prostfedi se nabizi rozvijet Mendeluv védecky odkaz ve spolupraci s badateli
rznych védnich obord u nas i v zahrani¢i v mnohem vétSim rozsahu nez bylo
mozné v uplynulych 25 letech.
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Ohlédnuti za Genetickou konferenci GSGM 2011 v Lednici

Stanislav Zadrazil

Ustav genetiky a mikrobiologie, Pfirodovédecka fakulta UK, Vini¢na 5, 128 44 Praha

Ve dnech 14.-16.9.tr. se konala dalSi (nyni pravidelné v 3-letych
intervalech) Geneticka konference GSGM, tentokrat v mimoradném prostiedi
Zadmeckého hotelu, soucasti Lednicko-Valtického arealu. Vybor spolecnosti
mél Stasnou ruku pfi vybéru autort plenérnich prednasek (9), ktefi se vétSinou
s nebyvalou noblesou, rutinou a vynikajicim odbornym pfehledem ujali svého
Ukolu seznamit uCastniky s novinkami zriznych oblasti genetiky od
kmenovych bunék, struktury specifickych oblasti genomu a jejich reparaci,
kancerogeneze, genetické diagnostiky, az po epigenetiku a ,historii* vyvoje
organelovych genomu. Tento vybér byl doplnén vynikajici Gvodni pfednaskou
vitéze soutéZze o Cenu GSGM 2011, zaméfenou na ekogenomické aspekty
metabolického syndromu, s jejimZz struénym obsahem se mdZzeme seznamit
na jiném misté tohoto Cisla IL, stejné jako s texty nejpilnéjSich pfednasejicich
konference (ostatni, doufame, budou nésledovat v nejblizSich Cislech IL).

Mimoradnd byla i u€ast v plakatové sekci konference (vice nez 50 vysta-
venych praci), jiz tradicné zaméfend na vSechny genetické obory, ale
s vyrazné prfevladajicimi molekularnimi pfistupy a tématy. Vysoka uroven
téchto prezentaci byla ocenéna vybé&rem 2 nejlepSich plakatl z Laboratofe
vyvojové genetiky rostlin Biofyzikalniho Gstavu AV CR v Brné a Centra
molekularni biologie a genové terapie Interni hematoonkologické kliniky
Fakultni nemocnice v Brné&. Program byl doplnén i valnym shromazdénim
GSGM, se zpravou o €innosti a s vyhlaSenim terminu novych voleb vyboru
(20% ucast clend), promitanim ,HaSkovcovych fotografii kvétin“, UspéSnym
spoleCenskym veCerem a zavére¢nou exkurzi do MENDELEA - geneticka
biopracovisté zahradnické fakulty MZLU (se 100letou tradici). Byl tak vénovan
i dostatecny prostor odpocinku s moznosti diskusi a pratelskych setkani, coz
by mélo byt soucéasti kazdé konference. V pribéhu konference méli uc¢astnici
moznost seznamit se i s produkci a aktivitami sponzorujicich firem, na
vystavce doprovazejici program, jejichz  z&stupci mohli  vystoupit
s prezentacemi o metodickych novinkach (Roche, Genetica).

Zvlastni pozornost a samoziejmé podékovani si zaslouzi pracovnici
ob&anského sdruzeni Biomania, zaloZzeného vroce 2007 studenty Pfirodo-
védecké fakulty MU v Brné, ktefi se za podpory brnénskych ¢lend vyboru
GSGM, ujali veSkerych organizaCnich zalezitosti, které zvladli s nebyvalym
pfehledem a profesionalitou, k plné spokojenosti vSech uc¢astniku.

Cely prubéh konference byl mimoradné Uspésny a potvrdil skute¢nost,
Zze doméaci konference védeckych spole¢nosti, dobrovolné sdruzujicich praco-
vniky a zdjemce o dany obor, se nepfezZily a stale maji dostatek pfiznivci
ochotnych se jich aktivné zuc€astfiovat. Byli bychom radi, kdyby se tato aktivita
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rozsSifila i na zbyvajici ¢leny GSGM (tvofili pouze 20% vSech Gcastnikd), ktefi
jesté zastavaji stranou. Jesté jednou diky vSem, ktefi se o Uspéch konference
zaslouzili a nashledanou pfi pfistich setkanich na akcich GSGM.

Soucasny predseda GSGM prof. RNDr. Jifi DoSkaf, CSc. a dfivéjsSi dlouholety
pfedseda GSGM prof. RNDr. Stanislav Zadrazil, DrSc. pfi slavnostnim zahajeni
Genetické konference v Lednici dne 14.9. 2011.

Pohled do auditoria pfi jedné z pfednasek Genetické konference GSGM v Lednici.
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Ing. Karel Zeleny pfedava Cenu GSGM pro rok 2011 doc. Dr. Ondfeji Sedovi, Ph.D.

Ekogenomické aspekty metabolického syndromu
Ondfej Seda
Ustav biologie a Iékafské genetiky 1. LF UK, Albertov 4, 128 00 Praha 2

METABOLICKY SYNDROM — META-KOMPLEXNi ONEMOCNENI

Metabolicky syndrom je onemocnéni, které se stava diky sve vysoké
prevalenci jednim z celosvétovych zdravotnickych problémua 21. stoleti. Cela
fada epidemiologickych a Klinickych studii opakované potvrzuje empirické
pozorovani konzistentni korelace mezi urcitymi antropometrickymi parametry
(obezita, visceralni ukladani télesného tuku), metabolickymi markery (zvySena
koncentrace triacylglyceroll, hyperinzulinémie, intolerance glukdzy, nizké
hladiny HDL cholesterolu) a hemodynamickymi charakteristikami (hypertenze).
Soubéh nékolika z téchto patofyziologickych stavl charakterizuje tzv. metabo-
licky syndrom. JelikoZ inzulinova rezistence byla povazovana Reavenem,
ktery tento syndrom v osmdesatych letech 20. stoleti popsal, za centralni
metabolicky defekt (Reaven, 1988), syndrom je nékdy oznacovan jako
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syndrom inzulinové rezistence a synonym je cela fada (Svacina, 2006).

Postupem c&asu byly navrZzeny dalSi fenotypy coby soucasti metabolického

syndromu vc€etné obezity, mikroalbuminurie, hyperurikémie, poruchy

koagulace nebo zvySeni sérové gamma-glutamyltransferazy. Po letech

koexistence celé fady raznych, vice €i méné prekryvajicich se definic

metabolického syndromu, doSlo vroce 2009 k harmonizaci jednotlivych

hledisek a byla vytvofena konsenzudlni definice metabolického syndromu

(Alberti et al., 2009).
Pro diagn6zu metabolického syndromu je nutna pfitomnost alespon tfi

z nasledujicich kritérii:

 abdominalni obezita (obvod pasu v étSi nez prahova hodnota, specifiko-
na zvlast pro jednotliva pohlavi a etnika, napf. u Evropant >102 cm u
muzl a >88 cm u Zen)

e zvySena koncentrace triacylglycerola (>1,7 mmol/l, pf  ipadné hypolipi-
demickd IéCba)

 snizena koncentrace HDL-cholesterolu (<1,0 mmol/l u muzd,
<1,3 mmol/l u zen)

e zvySeny krevni tlak (> 130 mmHg systolicky a/nebo > 85 mm Hg
diastolicky, pfipadné antihypertenzni lécba)

* zvySena glykémie na laéno (> 5,6 mmol/l pfipadné antidiabeticka IéCba)

Z pohledu genetika se tedy jednd o celou sadu komplexnich
(multifaktorialnich) znakl, znichz kazdy ma viceméné stejné silnou
komponentu genetickou i environmentalni. Tato charakteristika samoziejmé
komplikuje identifikaci genomickych determinant tohoto ,meta-komplexniho*
syndromu. | proto je pfi analyze genetické architektury metabolického
syndromu nezbytna integrativni analyza (Seda et al., 2005), kdy se doplfiuji a
navzajem validuji vysledky studii experimentalnich, klinickych a populacnich.
Zcela zasadni je rovnéz rozSifeni analytického ramce ve smyslu konstrukce
matematickych a experimentalnich modell zohlednujicich interakce genetické
slozky metabolického syndromu s majoritnimi faktory vnéjSiho prostredi, jako
jsou dieta C€i podavané léky. Nasledujici priklady pf edstavuji vysledky
aplikace takového pristupu v dekonstrukci vybranych ekogenomickych
aspekt & metabolického syndromu jako celku, tak jeho jednotlivych
dil€ich fenotyp .

INBREDNI KMENY LABORATORNIHO POTKANA JAKO MODELY
MEATBOLICKEHO SYNDROMU

Jak jiz bylo zminéno vySe, detailni analyza genetickych faktor podilejicich se
na patogenezi metabolického syndromu je provazena fadou komplikaci.
Kauzalni varianty genu je nejen slozité odhalit uprostfed spleti interakci genu a
vlivli prostfedi, ale problematické je i jejich detailni testovani v ramci rele-
vantnich biologickych a fyziologickych pochodd pfimo u lidi, a to z davodu
etickych a mnohdy i praktickych. Rlzné faze vyzkumu proto musi probihat za
pouziti modell na nékolika ,Urovnich®: in silico (pocitatové modely), in vitro
(napf. bunécné kultury) a in vivo (modelové organismy), které jsou teprve
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nasledné validovany u Cclovéka. Jednim z experimentalnich modelu
metabolického syndromu je kmen polydaktylniho potkana (PD/Cub, obr. 1).
Tento vysoce inbredni kmen (F > 90) je na Ustavu biologie a |ékafské genetiky
1. LF UK a VFN chovan od roku 1969 (Kfen, 1975).

Obr. 1: Potkan kmene PD/Cub.

Spontanné vznikla mutace genu Lx dava vznik
syndromu polydaktylie-luxace a tento kmen je
intenzivné studovan jako model morfogeneze a
teratogeneze. V roce 1993 byla u PD/Cub zjiSténa
zvySend hladina triacylglyceroll a detailngjsi
zkoumani pak vedlo k ustaveni kmene PD/Cub jako
modelu metabolického syndromu, nebot kromé
dyslipidémie byla u tohoto kmene identifikovana
hyperinzulinémie, zvySend hmotnost epididymalniho
tukového télesa (marker obesity centralniho typu),
zvySena hladina nenasycenych mastnych kyselin a
vyrazna inzulinova rezistence (Sedova et al., 2000).
Déle se ukazalo, ze PD/Cub méa i jedineCny
farmakogeneticky i farmakogenomicky profil v ramci
podavani latek modulujicich genovou transkripci (Seda et al., 2002; Sedova et
al., 2004).

DalSim Casto vyuzivanym modelem je spontanné hypertenzni kmen
potkana (SHR), vytvofeny japonskymi védci Okamotem a Aokim (Okamoto a
Aoki, 1963) selektivnim kfizenim potkand kmene Wistar. Tento kmen je
nejCastéji vyuzivanym modelem lidské esencialni hypertenze. Hypertenze se u
tohoto kmene vyskytuje spole¢né s dalSimi atributy metabolického syndromu
(Pravenec, 2010). Aitman et al. (Aitman et al., 1999) identifikovali u SHR
komplexni prestavbu genu Cd36/Fat kédujiciho receptor/transportér mastnych
kyselin, ktery se podili na transmembranovém pfenosu mastnych kyselin s
dlouhym Fetézcem v tukové tkani, srde¢nim a pficné pruhovaném svalstvu.
SHR nese dele¢ni mutaci tohoto genu, coz vede k témér uplnému chybéni
exprese normalniho proteinu Cd36 (FAT) v membrané adipocytu.

PRIKLAD 1. IDENTIFIKACE DIETNE MODULOVANE NUTRIGENETICKE
INTERAKCE ROSIGLITAZONU

Jelikoz jsou lidé s metabolickym syndromem vétSinou intenzivné farmakologic-
ky léCeni, testovali jsme farmakogenetické a nutrigenetické interakce v
patogenezi metabolického syndromu . Thiazolidinediony (TZD), tj agonisté
jaderného receptoru PPARYy, jsou v sou€asné dobé hojné pouzivany v terapii
diabetu 2. typu a inzulinové rezistence (Seda a Sedova, 2004). Pfesny
mechanismus jejich Gdinku v3ak jeSté nebyl objasnén. Navic se ukazuje, Ze
uCinek terapie TZD a vyskyt nezadoucich Gcinkd (edémy, obezita, hepato-
toxicita) je zavisly mj. na genetické “dispozici® pacienta (v ramci
farmakogenetické interakce). Geneticky definované modely mohou pravé v
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takovych pfipadech vyznamné pomoci k identifikaci téch alel genu, které se
zminéné interakce ucastni. Jednim z U€inkd latek thiazolidinedionové skupiny
pozorovanych u experimentalnich modeld i klinickych studii je Uprava citlivosti
tkani k 0cinku inzulinu a zlepSeni lipidového profilu, mnohdy na uUkor
vzrustajici adiposity. Za jeden z moznych mechanismi je povaZzovana
sekundarni aktivace transkripce genud, které jsou zapojeny do presunu
substratd lipidového metabolismu. Jednim z téchto genu je i translokaza
mastnych kyselin Cd36/Fat.

Na zéakladé pfedchozich studii (Seda et al., 2002; Seda et al., 2003)
jsme se rozhodli ovéfit vliv podavané diety na farmakogenetické interakce
pozorované u podavani antidiabetika rosiglitazonu kmenim PD/Cub, BN/Cub
(kmen Brown Norway, kontrolni kmen) a BN.SHR4 (kongenni kmen vytvofeny
vnesenim segmentu chromozému 4 SHR pdvodu véetné mutovaného
Cd36/Fat na genetické pozadi kmene BN/Cub). Experimentalnim i kontrolnim
skupindm byla podavana 14 dni bud dieta se zvySenym obsahem tuku a
cholesterolu nebo sachardzy. Experimentalni skupiny samcu vSech tfi kmenu
pak dalSich 14 dni dostavali spoleéné s patficnou dietou rosiglitazon (0,4
mg/100g télesné hmotnosti). Kromé zakladnich metabolickych parametrd jsme
hodnotili i inzulinovou senzitivitu perifernich tkani a provedli jsme stanoveni
globalni genové exprese pomoci Cipa Affymetrix RAE230 v epididymalnim
(visceralnim) tuku s naslednou validaci vysledkd pomoci real-time PCR. Jak je

Obr. 2: Dietné modulovana farmakogeneticka interakce. Barevna Skala znazornuje
kvalitativni efekt rosiglitazonu na dany parametr ve smyslu vyznamného zvySeni
(Zluta-Cervend) nebo sniZzeni (odstiny modré) pfi konkrétni kombinaci genetického
pozadi (kmene) a diety (SACH, vysokosacharézova dieta; TUK, vysokotukova dieta).
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ziejmé z obr. 2, ucinek rosiglitazonu zavisi do urcité miry nejen na genotypu,
na ktery pasobi, ale i na dieté, ktera je sou¢asné podavana. Setkavaji se tady
nutrigenetické a farmakogenetické vztahy, kdy jen v pfipadé nékterych
kombinaci terapie rosiglitazonem, genetické vybavy jedince a dietnim rezimu
dochazi budto k pfiznivému, nebo nezadoucimu efektu lécby. Tento vztah
jsme pojmenovali pojmem farmakogeneticka interakce modulovana dietou

a identifikovali jsme i fadu kandidatnich transkriptl, které jsou jejim
pravd&podobnym genetickym substratem (Seda et al., 2008a).

PRIKLAD 2. FARMAKOGENETICKY NEXUS MEZI METABOLICKYM
SYNDROMEM A SYNDROMEM POLYDAKTYLIE-LUXACE
U Clovéka je zndmo nékolik syndromud, kde se polydaktylie a dalSi
morfogenetické poruchy vyskytuji souasné se sloZzkami metabolického
syndromu (Bardet Biedliv syndrom, Smith-Lemli-Opitzadv syndrom a dalsi).
Ukazuje se, Ze variace genl, zodpovédnych za zminéna, relativné vzacna
onemocnéni, mohou mit vyznam v béznych formach obezity i dalSich sloZzek
metabolického syndromu (Benzinou et al., 2006). Je tedy mozné, Ze existuji
spole¢né faktory (at uz se jedna o geny, regulaéni oblasti, CNV - varianty v
poCtu kopii, celé metabolické ¢&i signalni drahy), které tvofi nexus mezi
morfogenezi a metabolickym syndromem. Tuto hypotézu podporuji i pozoro-
vani, Ze fada pfirozenych latek vyznamnych z hlediska metabolickych dysre-
gulaci ma i funkci morfogenu, jako napf. cholesterol (Gofflot et al.,, 2003).
Kyselina retinova je u€innym morfogenem a teratogenem, podavani retinoidu
u geneticky disponovanych jedinci pak vede k fadé nezadoucich u¢€inku
v€etné manifestace prakticky kompletniho metabolického syndromu (Rodondi
et al., 2002).

U vySe zminéného polydaktylniho kmene potkana PD/Cub dochazi
k soubéhu metabolického syndromu se syndromem polydaktylie-luxace.
Primarnim fenotypovym projevem syndromu polydaktylie-luxace je preaxialni
polydaktylie zadnich koncetin a v zavislosti na genetickém pozadi malformace
kosti stylopodia, zeugopodia a autopodia. Z dosavadnich analyz vyplyva, ze
predispozice pro syndrom polydaktylie-luxace a metabolicky syndrom souvisi
s chromosomem 8 potkana. Kandidatnim genem syndromu polydaktylie-
luxace je gen Plzf. Protein Plzf vykazuje strukturu zinkového prstu a patfi
k transkripénim represorim. Funguje jako negativni regulator receptoru
kyseliny retinové. NasSim cilem bylo provéfeni hypotézy farmakogenetického
nexu genu Plzf s nékterymi slozkami metabolického syndromu. Dospélym
samcum kmene spontanné hypertenzniho potkana SHR a kongenniho kmene
SHR.PD-(D8Rat42-D8Arb23)/Cub (SHR-Lx PD5), ktery nese 1,4 Mb Useku
chromosomu 8 darcovskeho kmene PD/Cub, byla aplikovana kyselina retinova
vdavce 15 mg/kg/den po dobu 16 dni. Opakované jsme porovnavali
metabolicky a morfometricky profil za podminek standardni a vysokosacha-
r6zové diety. Zaznamenali jsme vyznamné rozdily v pusobeni kyseliny
retinové mezi kmeny SHR a SHR-Lx PD5. U kmene SHR-Lx PD5 doslo
k vyraznéjSimu zhorSeni tolerance glukdzy nez u kmene SHR. Geneticky
podlozeny rozdil je zfejmy i na postupném vyvoji inzulinémie, kdy spontanné
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hypertenzni potkan (SHR) vykazuje konzistentné vysSi inzulinémii na
standardni i sachar6zové dieté, nicméné tento efekt se ruSi diky
farmakogenetickeé interakci RA s diferencialnim segmentem u kmene SHR-LXx
PD5. Kmenové specifické u€inky jsme pozorovali také ve formé zvySené
citivosti kmene SHR-Lx PD5 na modifikaci lipidového spektra kyselinou
retinovou , pfedevsim u triacylglyceroll a rovnéz v koncentracich cholesterolu
a tryacylglycerold v jatrech (obr. 3). Interakce kyseliny retinové s diferenci-
alnim segmentem chromosomu 8 PD/Cub ovliviiuje kromé& morfogenetickych
procesu nékteré slozky metabolického syndromu. NaSe vysledky tedy
podporuji hypotézu propojeni metabolickych a morfogenetickych procesu, coz
je mj. predpokladano u nékolika lidskych syndrom(, napf. Bardet-Biedlova
syndromu.

Obr. 3: Obsah tryacylglycerold a cholesterolu ve 20 lipoproteinovych frakcich u
kmenl SHR (svétle) a SHR-Lx PD5 (tmavé) u skupin kontrolnich (CTL) a
experimentalnich, tedy po podani kyseliny all-trans retinové (RA).
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PRIKLAD 3. POHLAVNE SPECIFICKA GENETICKA DETERMINACE
SLOZEK METABOLICKEHO SYNDROMU

Jedna z lidskych populaci vyuzivanych k analyze genetiky komplexnich
metabolickych znakl je z oblasti Saguenay-Lac-St-Jean (SLSJ) v kanadském
Quebecu (Hamet et al., 2005). Jedna se o relativni geograficky a geneticky
izolat s vyjimecné detailni genealogickou anotaci sahajici az k pldvodnim
francouzskym imigrantm ze zacéatku 17. stoleti. V této populaci jsme vybrali
120 rozsahlych rodin na zakladé pfitomnosti alesporn dvou sourozencu
s ¢asnou hypertenzi a dyslipidémii (vysoky celkovy cholesterol, pfipadné nizky
HDL cholesterol). Celkem je v naSem souboru zahrnuto 893 lidi (479 a 414
muz0), ktefi dohromady tvofi 1616 sourozeneckych pard. Systematicky jsme
analyzovali genetické determinanty hypertenze a dalSich aspektll metabolic-
kého syndromu v celém souboru 120 rodin. Vice nez 800 subjektl prodélalo
intenzivni fenotypizacni protokol, ktery zahrnoval na 275 metabolickych,
antropometrickych a hemodynamickych parametri. Nasledné byla cela
populace genotypovana sadou mikrosatelitnich markerd s primérnou hustotou
nizsi nez 1 marker na 10 cM. Pomoci programu SOLAR jsme provedli
vazebnou analyzu, kter4 odhalila 46 lokust, u nichZz byla pfekrocena
celogenomova hladina vyznamnosti. Tu jsme urcili pomoci permutacni analyzy
(100.000 permutaci). Nejvyznamné&jsi shluky (clusters) QTL jsme nalezli na
chromozomech 1 a 3. Tyto oblasti genomu byly nasledné podrobeny detailni
analyze denzity LOD skore a pomoci nové metody ,Layered founders® bylo
mozné do znacné miry rozliSit pfedky — zakladatele pro skupiny rodin odlisné
prispivajicich ke konkrétnimu LOD skore. Tento zpusob by mohl pfispét
k rychlejSi identifikaci geneticky distinktnich ,subsyndromd“ hypertenze a
metabolického syndromu (Hamet et al., 2005).

Pfi kombinované vazebné a asocia¢ni analyze slozek metabolického
syndromu jsme podrobili 539 antropometrickych, biochemickych a hemodyna-
mickych znaku pohlavné-specifické celogenomové analyze s pouZzitim genetic-
ké informace vice nez 58000 jednonukleotidovych polymorfisma (SNP) (Seda
et al., 2008b). Identifikovali jsme tak 20 SNP a haplotypu, které predstavuji
dosud nejrozsahlejSi soubor pohlavn & specifickych genetickych determi-
nant sloZzek metabolického syndromu. Je tf  eba zd(raznit, Ze tyto genetické
varianty by nebylo mozné identifikovat za pouZiti tradiCni metody ,adjustace”
vazebné a asociacni analyzy na pohlavi.

Zavérem Ize konstatovat, Ze komplexni metabolické znaky vyzaduji
komplexni, integrativni analytické pfistupy genetické analyzy. Geneticky defi-
nované modely a kvalitné fenotypové a genotypové dokumentované lidské
soubory jsou jiz v soucCasnosti zasadnimi nastroji pro rekonstrukci Casti
genetické architektury multifaktoriadlnich znakd a velmi pravdépodobné si tuto
pozici udrzi i v budoucnu pfi rozvoji komparativni genomiky, farmakogenetiky,
nutrigenetiky a snad i prediktivni genetiky.
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Mutace p53 — krok na cest € k nadoru
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Motto:

Boze, dej mi odvahu zménit véci, které zménit mohu, vyrovnanost, abych se
smifil s vécmi, které zménit nemohu, a moudrost, abych je od sebe dokazal
rozpoznat.

Uvod

Nadorovy supresor p53 patfi k ,evergreenam*“ molekularni onkologie.
Byl objeven v roce 1979 (Lane and Crawoford 1979, Linzer a Levine, 1979) a
v roce 2003 se stal molekulou roku. JesSté pfed tim, v roce 1996 se zacal
zvolna stavat také ,mou“ molekulou. Vroce 1996 jsem na Masarykové
onkologickém uastavu v Brné zacala do laboratofe zavadét funkéni analyzu
separovanych alel v kvasinkach (FASAY), metodu k detekci mutaci p53
(Ishioka et al. 1993, Flaman et al. 1995). p53 je transkripéni faktor (pravé
FASAY je zaloZzena na méfeni transaktivaénich schopnosti p53), ktery
prostfednictvim svych cilovych genu zprostfedkovava adekvatni reakci buriky
na nejriznéjsi typy stresu. Pfi poSkozeni DNA, hladovéni, nedostatku kysliku,
kritickém zkraceni telomer ¢&i vlivem nefyziologicky vysoké exprese nékterych
onkogenu je p53 v burice stabilizovan a aktivuje transkripci svych cilovych
genld. MlZe zpulsobit zastaveni bunécného cyklu, indukovat mechanismy
opravujici DNA, vyvolat senescenci nebo apoptdzu. Podili se na udrZzovani
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genetické stability a na represi angiogeneze (obr. 1). Molekula p53 mi tak
dokoran oteviela dvefe do celé Siroké oblasti biologie nadord.

Obr. 1. Funkce proteinu p53 . Bunéc¢ny stres indukuje signaly, které posttranslacné
modifikuji protein p53 a jeho negativni regulator MDM2. Stabilizovany a aktivovany
protein p53 potom aktivuje transkripci svych cilovych genu, které reguluji bunéény
cyklus, apoptdzu, opravy DNA a angiogenezi (upraveno dle Vogelstein et al. 2000).
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p53 ,v b éhu d é&jin“

Jiz ze struéného nastinu funkce p53 je totiz zfejmé, Ze p53 je skutedné

klicovym nadorovym supresorem, ktery chrani burnku pfed neoplastickou
transformaci velmi komplexné. Zasahuje do nékolika bunéénych funkci, jejichz
deregulace je pro nadory typicka. Obecné, univerzalni znaky nadoru shrnuli ve
své legendarni praci z roku 2000 ,The Hallmarks of Cancer* Hanahan a
Weinberg (Hanahan a Weinberg 2000). Napsali, Zze nadory jsou (1)
sobéstacné v produkci proliferacnich signald, (2) necitlivé k signalum, které
proliferaci brzdi. Jsou (3) odolné k buné&né smrti, ziskavaji (4) schopnost
neomezené se replikovat, (5) indukovat angiogenezi a (6) metastazovat.
S postupnou akumulaci téchto znakl pak souvisi (7) zvySena geneticka
nestabilita a rychlost, kterou se v nadorovych bunkach akumuluji mutace.
Srovnanim vyc¢tu téchto znakd a nastinu funkce p53 snadno ovéfime, Ze se
p53 se svymi aktivitami pohybuje napfi¢ signalnimi drahami a bunéénymi
mechanismy, které se zajiStovanim skutecné vsSech uvedenych funkci
souviseji.
Na pocatku letosniho roku publikovali Hanahan a Weinberg rozsahly prehled
,Hallmarks of Cancer: The Next Generation“ (Hanahan a Weinberg 2011), ve
kterém reviduji svou pFedstavu o nadorech po vice neZ deseti letech
intenzivniho celosvétového vyzkumu. Predevsim kriticky zvazuji a posléze
potvrzuji platnost vSech dfive navrzenych znakua nadord. Spektrum typickych
znakl nador( ale vyrazné dopliuji o dalSi znaky (obr. 2). Témi jsou (8)
pFitomnost zanétu, (9) pfeprogramovani energetického metabolismu a (10)

Obr. 2: Typické vlastnosti nador 4 (upraveno dle Hanahan a Weinberg 2011).
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schopnost vyhnout se destrukci imunitnim systémem. Je naprosto fascinujici
podivat se na funkci p53 optikou tohoto rozSifeného konceptu kancerogeneze
a zjistit, Ze p53 spolehlivé ,drzi krok* a vyznamné se podili i na regulaci nové
pojmenovanych nadorovych znakau.

Témér vSechny nadory obsahuji bunky imunitniho systému, které se
podileji na zanétlivé reakci. Zanét pravdépodobné stimuluje vyvoj nadoru tim,
Zze mikroprostfedi nadoru obohacuje o Fadu bioaktivnich molekul véetné
mitogennich signall, proangiogennich faktor(, faktorl preziti, faktord, které
stimuluji pfestavbu extracelularni matrix, invazi a metastazovani a také
navysuji genetickou nestabilitu. KliCovou molekulou, ktera souvisi
s nastolenim chronického zanétu je transkripcni faktor NF-kB, ktery je ¢asto u
nador konstitutivné aktivovan (Ben-Neriah a Karin, 2011). Vzajemny funkéni
vztah NF-kB a p53 je komplikovany. Jejich funkéni dopad je velmi odliSny a
zjednodusené Ize napsat, ze je téméf opacny. Funkéni p53 suprimuje funkci
NF-kB a udrzuje rozvoj zanétu pod kontrolou (Gudkov et al. 2011).

VétSina bunék v aerobnich podminkach metabolizuje glukézu glyko-
lyzou na pyruvat a nasledné na oxid uhli€ity oxidativni fosforylaci v mito-
chondriich. V anaerobnich podminkach probihd pfednostné glykolyza.
Néadorové bunky i v aerobnich podminkach pfeprogramuji svij metabolismus
a uprednostiuji glykolyzu, stav, ktery se oznacuje jako ,aerobni glykolyza“
nebo Warburglv efekt. Aerobni glykolyza je 18x méné efektivni zplsob
ziskavani energie nez oxidativni fosforylace. To je kompenzovano zvySenou
expresi transportérd glukozy a importem glukézy do bunék. ZvySena glykolyza
poskytuje prekurzory pro syntézu biomakromolekul nutnych k vystavbé rychle
proliferujicich bunék (Tennant et al. 2009). Opét trochu zjednoduSené Ize
oznacit p53 za antagonistu Warburgova efektu. p53 inhibuje glykolyzu, sniZzuje
import glukézy do bunky a stimuluje mitochondrialni respiraci (Vousden a
Ryan 2009).

Mutace p53

O vyznamu nadorového supresoru p53 v ochrané bunky pred onko-
genni transformaci svéd¢€i nékolik okolnosti. PfedevSim vysoka frekvence,
s jakou se u lidskych nador somatické mutace p53 vyskytuji. Lze je detekovat
asi u 40% vSech nadoru a vyskytuji se téméfr u vSech typd nadorl (obr. 3).
Mutace p53 se mohou vyskytovat také v zarodecné linii a pak jsou spojeny s
Li-Fraumeniho syndromem, velice zavaznym, pomérné vzacnym autozomalné
dominantnim nadorovym syndromem predisponujicim k vyvoji nadoru v
mladém véku, predevSim nadord prsu, sarkoml, adrenokortikalnich
karcinomu, leukemii a nadord mozku. Posledni verze databdze mutaci p53
[verze R15 zlistopadu 2010; http://www-p53.iarc.fr; Petitjean et al. 2007,
Olivier et al. 2010] zahrnuje 27 580 somatickych a 597 vrozenych mutaci p53.

Na rozdil od vétSiny nadorovych supresoru, které jsou obvykle
inaktivovany rozsahlymi delecemi nebo ztratou celého genu, u p53 pfevazuji
bodové mutace zaménujici v mutovaném proteinu p53 jednu aminokyselinu za
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Obr. 3: Frekvence mutaci p53 ur Gznych typ & nador G (upraveno dle Weinberg,
2007).

jinou. Pfedstavuji asi 75% vSech detekovanych mutaci (obr. 4). Mutace p53 se
nachazeji ve vSech exonech genu p53, ale jejich distribuce neni pravidelna.
NejCastéji se vyskytuji v centralni DNA vazebné doméné. Gen p53 méa celkem
393 kodonud. Mezi kodony 125 a 300, které odpovidaji DNA vazebné doméné,
je detekovano 86% vSech mutaci, z nichz 88% jsou zamény jednoho
nukleotidu. Mutace se nachazeji také v oligomerizacni doméné a okrajovych
Castech genu. Ty jsou méné Casté a podil bodovych zamén je v téchto
oblastech pouze 40% (Olivier et al. 2010).

Il 15 602 missense - 19602 (73 6%)
H 2 096 nonsense - 2096 (7 .87%)
[ 995 silent - 995 (3 75%)
[C12416FS - 2416 (3.07%)

B 523 sphice - 523 (1.96%)

624 other - 524 (2.34%)

116 MNA - 116 (0.439%)

3 200 intronic - 200 (0.75%)

B 35 large del - 33 (0.12%)

Obr. 4: Podil r znych typ G somatickych mutaci p53 (dle databaze http://www-
p53.iarc.fr, verze R15 z listopadu 2010; Petitjean et al. 2007).
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Mutaéni spektra

U nékterych typu nadorl nesou mutaéni spektra p53 znaky typické pro
poSkozeni indukované specifickymi mutageny (Olivier et al. 2010). Tak byl
formulovan koncept o mutagenech, které v molekule p53 zanechavaiji ,otisky
prstu”. Ke klasickym a nejlépe dokumentovanym pfikladim asociace etio-
logického ¢€inidla a mutaéniho otisku prstd u nékterého typu nadoru patfi
expozice aflatoxinu B a mutace v pozici 249 (AGG-AGT) u jaternich karcinomu
(Hussain et al. 2007). Dale je to spojeni mezi expozici UV zafeni a pfitomnosti
tandemovych transici CC-TT u nemelanomovych nador kize (Giglia-Mari a
Sarasin, 2003) a koufenim tabaku a transversi G-T ve specifickych pozicich
genu p53 (pfedevsim 157) u karcinomd plic (Pfeifer a Hainaut, 2003).
Nejnoveji popsanym piikladem je spojeni mezi expozici plodindm
kontaminovanych semeny Aristolochia sp a transversemi A-T, které se
vyskytuji v genu p53 v urotelialnich nadorech, které se vyvijeji v ramci
Balkdnské endemické nefropatie (Arlt et al. 2007).

Zpétnovazebna klicka p53-MDM2

Jednim z cilovych gend p53 je gen mdm2, jehoZ translaéni produkt,
protein MDM2, funguje jako ubikvitin ligaza. MDM2 ubikvitinuje p53 a indukuje
jeho degradaci (obr. 1). MDM2 a p53 tak tvofi zpétnovazebnou Kli¢ku.
Komplex p53-MDM2 je odpovédny za udrzovani adekvatni hladiny p53
v bufice. V pfipadé stresu jsou p53 i MDM2 posttranslacné modifikovany a
degradace p53 je tak doCasné zastavena. Mutovany protein p53, ktery
nemuze aktivovat transkripci genu mdm2, je d&asto v burfce vyrazné
akumulovan a lze jej imunohistochemicky detekovat (obr. 5). K této akumulaci
dochazi i bez souvislosti s bunéénym stresem, i kdyZ stres miZe stabilizaci a
akumulaci proteinu p53 dale posilit. Pro Uplnost je tfeba dodat, Ze stabilitu a
také funkci proteinu p53 ovliviuje i fada dalSich faktoru, véetné napf. Pirh2,
Cop-1, MDMX, MDM4 a dalSich (Lavin a Gueven, 2006, Goh et al. 2011).

Obr. 5: Akumulace proteinu p53 v jadrech

nadorovych bun ék. Imunohistochemicka
detekce proteinu p53 na fezu nadorové
tkané pomoci monoklonalni protilatky DO-1.

Dominantné negativni mutace p53 a ztrata heterozygotnosti

Mutovand alela genu p53 muze ovlivnit funkci standardni alely domi-
nantné negativnim efektem. To souvisi stim, ze p53 funguje jako tetramer
(dimer dimert). Heterooligomery p53 tvofené standardnimi a mutovanymi pro-
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teiny nejsou schopny se vazat na DNA a aktivovat transkripci. Je-li jedna alela
p53 mutovana tak, Ze vznika protein schopny oligomerizace, ale neschopny
vazby na DNA, tvofi se nahodile tetramery slozené z funkénich a nefunkénich
podjednotek. Z nich 15/16 obsahuje alespon jednu nefunk&ni podjednotku,
pouze 1/16 je plné funkéni (obr. 6). OvSem navozeni dominantné negativniho
fenotypu je u p53 mnohem komplexnéjsi. Zavisi na celkové hladiné
mutovaného a standardniho proteinu p53 (pfi nizkych hladinach proteinu p53
se spiSe uplatiuje mechanismus haploinsuficience, pfi vysokych hladinach
mechanismus dominantni negativity) a také na typu mutace p53. Napf.
varianty s deleci N-koncové oblasti jsou extrémné ucinné v inhibici
standardniho proteinu p53 (Chan et al. 2004, Olivier et al. 2010, Goh et al.
2011). | pfes dominantné negativni charakter mnoha mutaci p53 je
heterozygotni stav genu p53 ¢asto jen pfechodny a béhem progrese nadoru je
mutace jedné alely nasledovana ztratou heterozygotnosti, kdy druha alela p53
je bud ztracena deleci, nebo mutovana (Rivlin et al. 2011).

Obr. 6: Sestavovani tetrametr G p53 v heterozygotni bu fice p53mut/p53wt . Je-li
mutovand varianta p53 schopna oligomerizace, tvofi se nahodile tetramery slozené z
funkénich a nefunkénich podjednotek. Pouze 1/16 vzniklych tetramer( je plné
funkénich (podle Weinberg 2007).

Funkéni varianty mutaci p53

Funkéni dopad mutaci p53 je velmi komplexni. VétSina mutaci vede k
uplné ztraté transaktivacnich schopnosti proteinu p53, ale podle funké&nich
studii az 30% mutantd p53 si ponechava néjakou miru schopnosti aktivovat
transkripci alespon nékterych svych cilovych genlt alespori za urcitych
podminek (Kato et al. 2003, Menendez et al. 2006). Takové zmény ve spektru
aktivovanych cilovych genti mohou zménit biologické disledky fungovani p53
a mohou potencidlné ovlivnit prognosticky ¢&i prediktivni dopad takovych
mutaci p53. To bylo potvrzeno napfiklad pro specifickou skupinu mutaci p53
vyskytujicich se u nadort prsu, které se vyvijely v souvislosti s mutacemi
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BRCA1 (Resnick a Inga, 2003), nebo u nékterych mutaci p53 v zarodecné linii
vedoucich k vyvoji Li-Fraumeniho syndromu (Monti et al. 2007).

Strukturni typy mutaci p53

Mutanti p53 se nékdy rozdéluji na kontaktni a konformacéni. U DNA-
kontaktnich mutantd zustava zachovana celkova architektura proteinu p53, ale
zménéna je nékterd z aminokyselin, které pfi vytvafeni specifické vazby do
p53 responzivniho elementu bezprostfedné vstupuji do kontaktu s DNA.
Konformaéni mutace sice mijeji tyto kritické ,kontaktni“ aminokyseliny, ale
navozuji ve vysledném proteinu p53 takové zmény jeho celkové konformace,
které naruSuji jeho schopnost specifické vazby na DNA (Joerger a Fersht
2007).

Mutovana p53: zisk funkce (GOF)

Jak bylo uvedeno vyse, nejCastéjSi typ mutaci p53 vede k akumulaci
vysokych hladin proteinu p53, ktery se od standardniho proteinu lisi jedinym
aminokyselinovym zbytkem. Jiz dlouho je znamo, Ze takovy mutovany a
akumulovany protein p53, ziskdva vedle ztraty své nadorové supresivni
funkce (LOF) také nové — onkogenni - aktivity, které pfispivaji k dalSi progresi
nadord a také zvySuji jejich rezistenci kterapii. Pokud jde o zvazovani
mechanismu takto nové ziskané funkce, nej¢astéji se bere v Gvahu okolnost,
Ze vétSina mutovanych variant p53 si zachovava funkéni transaktivaéni
doménu a dale schopnost tvofit meziproteinové interakce. Nejcastéji se
v souvislosti s GOF p53mut diskutuje vytvareni pfimeé interakce s proteiny p63
a p73 a dalSimi proteiny, a také funkéni interakce s drahami NF-kB, TGF- a
dalSimi signalnimi drahami (Oren a Rotter 2010, Goldstein et al. 2011).

Klinicky vyznam mutaci p53

Nadorovy supresor p53 je jednim z nejCastéji mutovanych gend u
lidskych nadord. Mutace p53 jsou CastéjSi u pokroc€ilych stadii nadort a u
agresivnich nadoru. Pfresto byl prognosticky a/nebo prediktivni vyznam mutaci
p53 spolehlivé prokazan jen u omezeného poctu diagndz. K nim patfi karcino-
my prsu, karcinomy hlavy a krku, karcinomy jater a nékteré lymfomy a
leukemie. Zda se, Ze jednou z prekazek SirSiho praktického vyuZziti p53 je
mimo jiné komplexita a komplikovanost jeho funkce a funkénich souvislosti,
ale také komplexita jeho mutaci. Prognosticky a prediktivni dopad mutaci p53
zaleZi nejenom na typu nadoru, v némZ se mutace objevuje, pfipadné na fazi
vyvoje nadoru, ale vyznamné také na konkrétnim typu a umisténi mutace
v ramci genu p53 (Soussi 2007, Olivier et al. 2010).

Prognosticky vyznam mutaci p53 u CLL

Jednou z nemoci, kde maji mutace p53 prokazatelné vyznamnou
prognostickou hodnotu, je chronicka lymfocyticka leukemie (CLL). CLL je
indolentni lymfoproliferativni onemocnéni, jehoZz podstatou je proliferace a
akumulace klonalnich, maligné transformovanych vyzralych B-lymfocytd.
Median pfreziti je u CLL asi 8 az 10 let, ale mezi pacienty existuje vysoka
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variabilita a u menSi skupiny pacientd ma CLL velmi dramaticky, agresivni
status variabilni oblasti téZkého imunoglobulinového fetézce IgVH a status
genu p53. Také my jsme opakované ukazali, ze pfitomnost mutace p53 je
spojena s vyrazné kratSim celkovym prezitim pacientl s CLL (Mal&ikova et al.
2009). Zjistili jsme, Ze mutace, které vedly k zdméné jediné aminokyseliny
v DNA-kontaktni pozici DNA-vazebné domeény jsou spojeny s vyrazné horsim
prezitim nez mutace ménici konformaci proteinu p53 a nesmyslné mutace,
kratké dalece a inserce (TrbuSek et al. 2011).

Zaver

p53 je klicovy nadorovy supresor. V mnoha smérech chrani bufku pred
onkogenni transformaci. Samotna ztrata funkce p53 znamendé obrovsky posun
buriky k nadorovému fenotypu, navic velky podil mutovanych variant proteinu
p53 ziskava v dusledku mutace dalSi, onkogenni vlastnosti, které bunku jesté
dale k ziskani plné maligniho fenotypu pfiblizuji. Mutace p53 tedy nepochybné
predstavuji zasadni krok na cesté k nadoru.

V Gvodu tohoto pfispévku je uvedeno motto, modlitba, ktera byva
pfipisovana mnoha autorim a kterou mnoho autort pouzilo, parafrazovalo,
zpracovalo: ,BoZze, dej mi odvahu zménit véci, které zménit mohu,
vyrovnanost, abych se smifil s vécmi, které zménit nemohu, a moudrost,
abych je od sebe dokazal rozpoznat.” O p53 se fika, Ze zprostfedkovava
adekvatni reakci bunky na nejraznéjSi typy stresu. Pomaha burnce se
rozhodnout, kdy zastavit ¢i zpomalit a opravit, co opravit lze, a kdy pfijmout
fakt, Ze vSe opravit nelze a pfiméfené na to reagovat. Pfedstavuje tedy jakousi
bunéénou ,moudrost* (a odpovédnost), schopnost spravné se rozhodovat. Je
tedy pro€ si pfat, aby bunce zlstala funkce p53 (a nAm moudrost) zachovana
(obr. 7)!

Obr. 7: Poselstvi p fednasky o
p53. (Lucie Bino, Filip Tréka a
dalSi absolventi magisterského
studia MBG Pfirodovédecké
fakulty MU Brno, 2010).

Podékovani
Tato prace bylo podpofena grantem IGA MZ NS/10448-3/2009.
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Abstrakt

Stabilita genomu je =zachovana jen v pfipadé zachovani optimalnich
bunéCnych funkci, ke kterym kromé& replikace, transkripce, sestfihu patfi i
reparace DNA. Genom je neustdle vystavovan genotoxickym vlivim, coz vede
obecné k indukci zlomd v DNA a predevSim dvouretézcové zlomy (DSBSs) jsou
nebezpelné z hlediska jejich chybnych oprav. Vysledkem chybné reparace
DNA je vznik mutaci a chromosomalnich pfestaveb. Mechanismy reparace
DNA jsme se snazili oslovit i v naSich experimentech, feSicich funkci
epigenetickych faktort v jaddrech nadorovych bunék.

Uvod

Geny jsou nepretrzité napadany nejriznéjSimi faktory exogenniho a
endogenniho plvodu a proto k udrzeni jejich integrity jsou nezbytné ucinné a
precizni opravné mechanizmy. Nej¢astéjSi posSkozeni DNA je indukovano z
vnéjSiho prostiedi, napfiklad UV zafeni, ale zdroji mohou byt také déje
probihajici uvnitf bunék, jako je produkce reaktivnich kyslikovych radikalu,
rekombinace béhem odpovédi imunitniho systému, & zastaveni DNA-
replikacni vidlice (Wyman a Kanaar, 2006). Tyto udalosti mohou vést k
posSkozeni bazi, ke vzniku jednofetézcovych (ssDNA) a dvoufetézcovych
(DSBs) zlomd. DSBs jsou bunfikam obzvlasté nebezpelné, protoze neucinna a
nespravna oprava mize mit za nasledek vznik mutaci a chromosomalnich
translokaci, které mohou dale pfispét ke vzniku nadorového onemocnéni
(Lobrich a Jeggo, 2007). Proti témto poskozenim genomu se vyvinuly
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komplikované bunécné mechanizmy umoznujici dohled a opravu poSkozené
DNA (Misteli a Soutoglou, 2009).

Doc. RNDr. Eva Bartova, CSc. pfi své
prednasce na Genetické konferenci
GSGM v Lednici dne 15. 9. 2011.

Oprava DSBs je provadéna dvéma hlavnimi mechanizmy: homologni
rekombinaci (homologous recombination repair — HRR) a nehomolognim
spojovanim koncl (non-homologous end joining — NHEJ) (Obr. 1) (Kanaar et
al., 2008; Misteli a Soutoglou, 2009). NHEJ je hlavni zplGsob opravy zlomd,
které nejsou spojené s replikaci a vyskytuji se prevazné v G1 fazi bunécného
cyklu. Naopak HRR se vyskytuji zejména v pribéhu pozdni S faze a béhem
G2 faze bunécéného cyklu. Zatimco v pfipadé NHEJ, kde se konce DSBs
jednodude spojuji, HRR vyuZiva sesterskou chromatidu jako homologni
templat k obnové genetické informace (Kanaar et al., 2008). Oprava DSBs
zahrnuje vice nez jen spojeni preruSenych oblasti chromosomu. Vznik DSBs
ma za nasledek aktivaci kaskady bunéénych odpovédi na komplexni
poskozeni DNA. Tento mechanismus zahrnuje rozpoznani poskozené DNA a
naslednou amplifikaci a pfenos signalu, ktery vyvola mnoho bunéénych
odpovédi — pfedevsSim aktivaci kindz Chkl a Chk2 (tzv. checkpoint kinases),
které zastavuji poSkozené bunky pfi prachodu bunéénym cyklem, dokud neni
poSkozeni odstranéno. Pokud je poSkozeni pfilis velké, dochazi k indukci
apoptdézy nebo k iniciaci starnuti (senescence). Drahy uplatiujici se pfi
odpovédi na poSkozeni DNA jsou univerzalni a vétSina proteinu U€astnicich se
téchto procesu jsou v Zivocisné FiSi zachovany od kvasinek az ke C¢lovéku
(Lukas et al., 2004).

Z hlediska rozpoznani DNA lezi se uplatiuji nejenom tak zvané bona fide
reparacni proteiny, ale hraje zde ulohu i fada proteina, které jsou napfiklad
zodpovédné za formovani heterochromatinu. Mezi tyto proteiny patfi skupina
PcG (Polycomb group), kterd pfedstavuje negativnimi regulatory genové
exprese. Funkce PcG proteind se uplatiuje béhem embryonalniho vyvoje,
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Obr. 1: Dva hlavni typy opravy dvouretézcovych zlomd. Nehomologni spojovani
konci (NHEJ). DSBs jsou rozpoznany heterodimerem Ku80-Ku70, ktery vaze
katalytickou podjednotku proteinkinAzy DNAPKcs, coZz ma za nasledek tvorbu
komplexu DNAPK a aktivaci jeho kindzové aktivity. Rostouci dukazy naznaduji, ze
DNAPK funguje jako regulacni komponenta NHEJ, pravdépodobné usnadhujici a
regulujici procesy na koncich DNA. DNAPK tedy zvySuje navazani XRCC4, DNA
ligazy IV, XLF a faktoru Artemis, které se ucastni kone¢né reparacni reakce.
Homologni rekombinace. @ Poskozeni DNA je rozpoznano komplexem MRN
(MRE11-RAD50-NBS1), ktery je vdzan do DSB, aby resekci vytvofil jednovliaknovou
DNA. Jednovlaknové konce DNA jsou vazany k replikaCnimu proteinu A (RPA),
RAD51 a RAD52 a nasledné mohou vniknout k homolognimu templatu vytvofenim
D-smyCky a ,Holliday junction® a zahajit syntézu DNA a tak kopirovat a obnovit
genetickou informaci, ktera byla poruSena vznikem DSBs. Pfevzato a upraveno z
(Misteli a Soutoglou, 2009).

v inaktivaci chromosomu X a pfi kontrole buné¢né proliferace (Jacobs a van
Lohuizen, 2002). Naopak skupina proteind TrxG (Trithorax group) byla
popsana jako skupina agonistu transkripce, ktefi udrzuji aktivni stav genové
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exprese (Lund a van Lohuizen, 2004). Funkéni spojeni mezi proteiny PcG a
TrxG bylo intenzivné studovano u D. melanogaster a S. cerevisiae. Studie u D.
melanogaster odhalily, Ze PcG proteiny hraji dudlezitou udlohu v represi
transkripce HOX gend béhem vyvoje (Ringrose a Paro, 2004). Nedavné
pozorovani poukazalo na vyznamnou roli proteind PcG v genomu savcu
(Laible et al., 1997). V lidském genomu je regulace genové exprese pomoci
protein PcG opét dulezitd z hlediska fyziologického vyvoje. Kromé toho,
zvySend exprese proteintd PcG koreluje s malignitou a invazivnosti nadorovych
bunék (Jacobs a van Lohuizen, 2002; Sauvageau a Sauvageau, 2008).

Proteiny PcG jsou umistény v interfaznim jadfe do nékolika zfetelnych
ohnisek (Buchenau et al., 1998; Saurin et al., 1998), které jsou povazované za
represivni domény genoveé transkripce. Tésna blizkost chromosom, jak je
tomu u procesu, ktery se nazyva ,gene kissing“ (Kioussis, 2005; Lanctot et al.,
2007), byla popsana pro endogenni cilové geny PcG a ma se za to, ze
pFispiva k déjum vedoucim k potlaceni transkripce. Tésné spojeni gena se
muze vyskytovat v ostravcich PcG, které urCuji jejich transkripéni aktivitu ¢&i
neaktivitu (Bantignies et al., 2003). PcG proteiny jsou organizovany do dvou
hlavnich represivnich komplex (PRC). PRC1 zahrnuje proteiny jakymi jsou
HP, PSC, RING1 a BMI1 a dalSi (Lund a van Lohuizen, 2004; Ringrose a
Paro, 2004), zatimco PRC2 se sklada u D. melanogaster z Enhancer of zeste
(E(z)), Suppressor zeste 12 Su(z)12, Extra sex combs (Esc) proteind a z
remodelaéniho faktoru nukleozomu Nurf55 (nebo EED, EZH2, SU(Z)12, YY1)
(Czermin et al., 2002; Kuzmichev et al., 2004; Muller et al., 2002). V roce 2004
byl popsan komplex PRC2 jako komplex obsahujici histonovou lysin-
specifickou metyltransferazu (HMT) EZH2 (Kuzmichev et al., 2004). Aktivita
této HMT je prfedevSim zodpovédna za tri-metylaci na histonu H3 v pozici
lysinu 27 (H3K27me3) (Cao et al., 2002; Kuzmichev et al., 2004). Napfiklad pfi
umiCovani HOX genll, komponenta PRC2 EED-EZH2 zprostfedkovava
trimetylaci H3K27 (H3K27me3) a umoznuje tak vazbu komplexu PRC1. Vazba
PRC1 zpusobuje kondenzaci chromatinu a brani navazani jinych
remodelujicich komplex chromatinu na DNA, coZ vede k uml€eni gent (Cao
a Zhang, 2004). Dale bylo prokadzano, ze komplex EED-EZH2 je sice
zodpovédny za tri-metylaci H3K27, ale nezprostfedkuje metylaci H3K9, coz je
dalSi marker transkripéné umli¢eného chromatinu (Cao et al., 2002; Czermin et
al.,, 2002; Kuzmichev et al., 2004; Plath et al., 2003; Silva et al., 2003).
Nicméné zda faktory obsazené v PcG téliscich (bodies) pfispivaji k H3K9
metylaci, kterd pfedstavuje vazebné misto pro heterochromatinovy protein 1
(HP1), zistava zatim nevyfeSeno a je diskutovano v nékterych vyznamnych
¢lancich (Cao a Zhang, 2004).

Proteiny HP1 (varianty HPla, B, y) jsou zodpovédné zejména za
formovani heterochromatinu, ale byly rovnéz nalezeny v mistech
dvouretézcovych zlomd na DNA, které byly indukovany UV zafenim. Tyto
vlastnosti HP1 proteinu jsou zprostfedkovany chromoshadow doménou (CSD)
tohoto proteinu (Luijsterburg et al., 2009). Zminéné experimenty ukazuji, Zze
DSBs nejsou svazany pouze s fosforylovanym histonem yH2AX, ale rovnéz
fosforylace HP1B na threoninu (Thr51) doprovazi uvolnéni a mobilizaci HP13
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do mist dvouretézcovych zlomi. Tyto déje mohou byt potlateny vlivem
inhibitoru kaseinové kinazy 2 (Ayoub et al., 2008). Na zakladé téchto poznatku
a ze zjisténych interakci mezi proteinem HP1 a proteiny spojenymi s PcG jsme
testovali hypotézu, zda rovnéz PcG proteiny maji schopnost rozpoznavat
chromatin poskozeny UV zafenim a zda je tento proces ovlivnén zménami
v acetylac¢nich profilech histona.

UdrZzeni umlceni genu spojené s PcG se prezentuje nejen pres
strukturni funkce, jako jsou organizace proteind PcG do PcG télisek, ale také
jako kondenzace chromatinu a posun umléenych oblasti do mist
heterochromatinu. Napf. proteiny PRC1 se akumuluji do pericentrického
heterochromatinu (Luijsterburg et al., 2009; Saurin et al., 1998). Navic
v lidském genomu, PcG téliska pfednostné asociuji s oblastmi pericentrického
heterochromatinu chromosomu 1 (1g12), 9, 15 a 16 (Saurin et al., 1998;
Sewalt et al., 2002). Funkéni vyznam tohoto strukturniho uspofadani vsak
zatim neni znam (Damelin et al., 2006). Tato pozorovani vSak pfispivaji k
predpokladu, Ze proteiny spojené s PcG by mohly interagovat s HP1 proteiny,
které se rovnéz vyskytuji v oblastech centromerického a pericentrického
heterochromatinu (Minc et al., 2001; Minc et al., 1999). Navic pusobeni jak
PcG proteint, tak HP1 v genomu neni spojené s pasivnimi epigenetickymi
konsekvencemi, ale jednd se o dynamicky proces. Tato mysSlenka je
podpofena skute¢nosti, Ze komplexy proteind PcG aktivné pfispivaji k
umi€ovani genu a BMI1 tvofi nejméné dveé ruzné kinetické frakce (Hernandez-
Mufoz et al., 2005). Podobné je tomu i u variant HP1 proteinu (Ayoub et al.,
2008; Baldeyron et al., 2011; Luijsterburg et al., 2009). Z tohoto divodu jsme
v uvedené praci testovali strukturalni a funkéni vlastnosti PcG proteinu BMI1 a
HP1 proteind, pfedevsim s ohledem na procesy DNA reparace.

Material a metody
Kultivace bunék

Lidské buriky U20S stabilné exprimujici GFP-BMI1 pochazeji z
laboratofe Prof. Maarten Van Lohuizen, The Netherlands Cancer Institute,
Antoni van Leeuwenhoek Ziekenhuis, Amsterdam, The Netherlands. Tyto
buriky nam poskytnul doc. DuSan Cmarko, Univerzita Karlova v Praze. Pro
detekci proteinu BMI1 byla pouzita protilatka anti-BMI, clone F6 (#05-637,
MilliporeQ5). Buriky byly kultivovany v médiu D-MEM s 10% BFS do 70%
konfluence a dale ovlivnény 100 nM Trichostatinem A (TSA) nebo 15mM
Vorinostatem (SAHA). Jak TSA, tak Vorinostat jsou inhibitory histonovych
deacetylaz (HDACS), které jsou zodpovédné za acetylaci histonu.

Stejné podminky kultivace byly pouzity také v pfipadé mySich bunék
3T3, které stabilné exprimuji EGFP-HP1B. Tyto bunky jsme ziskali jako dar od
Dr. Paul Verbruggen z Swammerdam Institute for Life Sciences, University of
Amsterdam, The Netherlands. Buriky byly kultivovany ve 37<C, 95% vlhkosti, v
atmosféfe obsahujici 5% CO,. Pro FRAP experimenty (Fluorescence
Recovery after Photobleaching) (Sustackova et al., 2011) a indukci DSBs byly
buriky kultivovany na specielnich mikroskopickych miskach (MatTek
CorporationQ6, #P50G-0-30-F).
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Indukce dvouretézcovych zlomd

U20S buriky stabilné exprimujici GFP-BMI1 a buriky 3T3 stabilné
exprimujici EGFP-HP1B byly kultivovany za standardnich podminek. Jakmile
buriky dosahly 70% konfluence, byly ovlivnény 10 uM 5-bromo-2"-deoxy-
uridine (BrdU). BrdU zpusobuje zcitlivéni bunék k UV zafeni a byl podavan 18
h pfed ozarenim. Bunky U20S a 3T3 neovlivhéné a ovlivnéné TSA byly
znaCeny pomoci BrdU Labeling and Detection Kitu (#11296736001, Roche,
CZ). Kontrolni detekce inkorporace BrdU byla provedena dle protokolu od
vyrobce. Bunky senzitizované BrdU byly ozafeny pomoci UV laseru (355nm).
Ozarovali jsme urcité oblasti buriky (polovinu nebo mensSi vybrané oblasti
zajmu, ROIs) (Obr. 2A) 80% vykonem laseru, ktery byl redukovan akusto-
optickym laditelnym filtrem (AOTF). Bylo pouZito nasledujici nastaveni: 512 x
512 pixelt, 400Hz, ,bidirectional* mode, 64 lines, zoom > 5-10. Ozafené
buniky byly fixovany 4% paraformaldehydem a fosforylace histonu H2A.X
(yH2AX), jako velmi dobfe znamy marker DNA 1ézi, byla detekovana
specifickou protilatkou proti yH2A.X (phospho S139; #ab2893, Abcam, UKQ8).
K detekci immunofluorescence jsme pouzili konfokalni mikroskop LEICA
SP5X.

Vysledky
Protein BMI1 se shromazduje v mistech chromatinu poSkozenych UV zafenim
Dvouretézcové zlomy byly indukovany UV laserem (355 nm). Nasledné
poSkozeni DNA bylo potvrzeno protilatkou proti fosforylovanému H2AX
(yH2AX), jehoZz pfitomnost je znakem dvouretézcovych zlomu (Obr. 2A).
Nejprve nas zajimalo, zda protein BMI1 rozpoznavd poSkozeni DNA
indukované UV zarenim (Hong et al., 2008). Na obrazku 2Ba je ukazano, Ze
protein BMI1 se v jednotlivych burnkach pfednostné shromazduje v mistech
poSkozeni DNA mikroozafenim. ZvySena akumulace BMI1 proteinu v mistech
dvouretézcovych zlomu se projevila velmi rychle, 15-20 s po ozafeni, ve
srovnani s dalSimi proteiny spojenymi s heterochromatinem, jako je napf.
HP1B, ktery byl detekovan v oblastech DNA lezi v rozsahu 100 az 800 s
(Ayoub et al., 2008; Luijsterburg et al., 2009). ZvySené mnozstvi proteinu
BMI1 v mistech dvouretézcovych zlomd byla doprovazena stabilni hladinou
H3K27me3, ktera je vazebnym partnerem PRC1 komplexu (Obr. 2C). Vyrazné
navyseni BMI1 v chromatinu poSkozeném UV zafenim bylo pozorovano u
Zzivych bunék, které stabilné nebo pfechodné exprimovaly BMI1. Tato
skute¢nost byla potvrzena i pro endogenni BMI1 protein (neni ukdzano). NaSe
zkuSenosti jsou vSak ve shodé s Hong et al. (2008), ktery vysvétluje slaby
vyskyt endogennich proteini spojenych s PcG v misté chromatinu
poSkozeném UV zafenim. To je pravdépodobné dano omezenymi moznostmi
metodickych pfistupl imunofluorescence, kde nizkad senzitivita protilatek
anebo rychla disociace proteinl z poSkozenych mist, mdze ovlivnit intenzitu
fluorescence proteinu detekovaného imunocytochemicky.
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Obr. 2: Vazba proteinu BMI1 do mist chromatinu poSkozenych UV je zavisla na
acetylaci.

A: Optimalizace lokalniho ozareni UV laserem (355 nm) u U20S bunék stabilné
exprimujicich GFP-BMI1 (zelena). Pfitomnost yH2AX (Cervend) byla zviditelnéna
specifickou protilatkou Ba: Buriky GFP-BMI1-U20S byly sledovany v pribéhu 100s
po ozafeni a akumulace BMI1 byla detekovana jiz po 15-20 s. Kinetické vlastnosti
proteinu BMI1 po ozéfeni jsou zaznamenany v pfilozeném grafu. Bb: TSA brani
zvySené akumulaci BMI1 v mistech poskozenych UV zafenim.

Vazba proteinu BMI1 do mist chromatinu poSkozenych UV je zavisla na
acetylaci

Pokud byly buiky ovlivnény inhibitorem HDACs, TSA, nebyla
zaznamenana zadna akumulace, ale ani Uplna absence proteinu BMI1 v
mistech doufetézcovych zlom (Obr. 2Bb). Podobny u&inek hyperacetylace
histond na schopnost vazby proteinu BMI1 do mist chromatinu posSkozeného
UV byl potvrzen po pasobeni Vorinostatu (SAHA) (Obr. 2Bc) a po degradaci
MRNA HDAC1 pomoci siRNA (porovnejte Obr. 2Bd1l s Bd2). Tato data

42



poukazuji na dualezitou Ulohu acetylace histonl pfi reparaci DNA. Ackoliv
mnozstvi acetylovaného BMI1 by mélo byt také brano v Gvahu. Pomoci
imunoprecipitace jsme pozorovali nejenom to, Ze BMI1 interaguje s HP1f
(Obr. 3A), ale Ze hyperacetylace, zpusobena TSA (Obr. 2D), sniZovala
mnozstvi acetylovaného BMI1 (Obr 3B). Rovnéz acetylace vSech lysinu byla
snizena v misté akumulace BMI1 (Obr. 2E). Tyto vysledky ukazuji, Ze
acetylace hraje vyznamnou ulohu v rozpoznavani chromatinu poskozeného
UV zafenim.

Obr. 2 - pokra €éovani: Bc: Vorinostat (SAHA) brani zvySené akumulaci BMI1 v
mistech poskozenych UV zafenim. Bd: HDAC1 siRNA (d1) brani zvySené akumulaci
BMI1 v mistech poSkozenych UV zafenim; (d2) akumulace proteinu BMI1 (zelena)
po ozafeni u kontrolnich bunék se standardnim mnozstvim HDAC 1 (Cervena).
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Obr. 2 — pokra €ovani: C: Hladina H3K27me3 v mistech poSkozenych UV zafenim
byla stabilni (Cervena). D: ZvySena acetylace H3K9 (Cervend) u bunék ovlivnénych
TSA. Hladina acetylace H3K9 byla nizSi u neovlivnénych bunék (levy panel) ve
srovnani s bunkami ovlivnénymi TSA (pravy panel, ¢ervena). Velikost méfitka v
pravém dolnim rohu snimkua A-D je uvedeno v um. E: Protilatka proti acetylovanym
lysinllm znazorfiuje snizené mnozstvi vSech acetylovanych lysint (ervena) v misté
posSkozeni chromatinu UV zafenim se zvySenou akumulaci proteinu BMI1 (zelena).
Prouzek v pravém dolnim rohu pfed-stavuje 7,5 um.

HP1B se hromadi v _mistech chromatinu poSkozenych UV _mnohem pomaleji
nez BMI1, ale inhibitory HDAC brani zvySenému nahromadéni obou proteint
BMI1iHP1B

Nasledujici experimenty ukazaly, Zze BMI1 je mozZnym vazebnym
partherem HP1B (Obr. 3A). Proto nas zajimalo, zda BMI1 a HP1B spolu
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mohou interagovat v mistech chromatinu poskozenych UV. Protein HP1p se
akumuloval do poskozenych oblasti pomaleji (200 s po ozafeni, Obr. 4Aa)
(Luijsterburg et al., 2009) nez BMI1, ktery se zacal hromadit jiz po 15 - 20 s po
ozareni (Obr. 2Ba). Inhibice histonovych deacetylaz pomoci TSA branila
obéma proteinim BMI1 i HP1[B se vazat do poSkozenych oblasti chromatinu
(Obr. 2Bb a Obr. 4Ab), coz naznacuje, Ze funkce obou proteind BMI1 i HP1p
v chromatinu poSkozeném UV zafenim muze byt podobné ovlivhéna zménami
v celkové acetylaci proteint indukované pomoci TSA (Obr. 2D) (Béartova et al.,
2005; Téth et al., 2004). Na zakladé téchto pozorovani se zda byt ziejmeé, Ze
nejen acetylace histond, ale také acetylace nehistonovych proteint maze hrat
ulohu pfi opravé DNA. Kdyz jsme provedli imunoprecipitaci s protilatkou proti
vSem acetylovanym lysinim, pozorovali jsme sniZzenou hladinu acetylovaného
BMI1 po pusobeni TSA (Obr. 3B). Naopak TSA zpuUsobuje hyperacetylaci
histond (Obr. 2D). | pfes tyto odliSné skutecnosti, naSe vysledky nepopiraji
dalezitou ulohu acetylace v prabéhu opravy chromatinu posSkozeného UV
zafrenim. Presto je tézké rozliSit, zda hyperacetylace histond nebo
hypoacetylace BMI1, které se vyskytuji sou¢asné po pusobeni TSA, ovliviiuje
zvySenou akumulaci proteinu BMI1 do oblasti poSkozenych UV zafenim.
DalSim zajimavym vysledkem je, Ze kdyZ jsme inhibovali RNA Pol Il pomoci
aktinomycinu D, nepozorovali jsme Zadnou zvySenou akumulaci BMI1 v
chromatinu posSkozeném UV zafenim (neukazano, stejné jako po pridani
TSA). Tento vysledek potvrdil domnénku Chou et al. (Chou et al., 2010), Ze
RNA Pol Il, zapojena do transkripéni maSinerie, miZe ovlivihovat i opravné
procesy na DNA, ale jeji funkce bude zfejmé velmi specifickd, ne pfimo
vztazena k transkripéni aktivité chromatinu.
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Obr. 3: Vztahy mezi proteiny HP1 B a BMI1 a acetylaci lysinu. A: Pomoci
imunoprecipitace byla prokazdna vazba proteind HP1p a BMI1l. Pusobeni TSA
neovlivnilo vyznamné interakci mezi HP13 a BMI1. B: Rozsah acetylace BMI1 byl
studovan pomoci protilatky proti acetylovanym lysindm. Jako negativni kontrola byl
pouzit vzorek, kdy k imunoprecipitaci nebyla pouzita Zadna protilatka nebo
nespecificky 1IgG (Rabbit Control IgG-ChlIP Grade, #ab46540, Abcam).
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Kinetika HP1[3 v mistech chromatinu poSkozenych UV zafenim

Po pusobeni TSA nebo aktinomycinu D nebyla zaznamenana ani
akumulace a ani absence proteind BMI1 a HP1B v oblastech poskozenych UV
zarenim. Proto bylo mozné studovat kinetiku proteind v ozarenych oblastech
pomoci FRAP techniky. Jako pfiklad uvadime fotovybéleni (photobleaching) v
mistech chromatinu ozafenych UV laserem u kontrolnich bunék a bunék
ovlivnénych TSA, které exprimovaly EGFP-HP1B. Vysledky ukazuji, ze
pusobeni TSA neovlivnilo obnoveni fluorescence proteinu HP1 B po
fotovybéleni (Obr. 4B). Navic kinetické vlastnosti HP1B byly v misté
poSkozeném UV zarenim podobné, pokud jsme rozliSili oblast euchromatinu a
heterochromatinu jak u kontrolnich tak i u bunék ovlivnénych TSA (Obr. 4B).
K podobnym zavérim jsme dospéli i v pfipadé kinetiky BMI1 proteinu
v oblastech DNA Iézi (Sustackova et al. 2011).

Obr. 4: Vazba proteinu HP1 (3 do mist chromatinu posSkozenych UV je zavisla na
acetylaci. A : Bunky EGFP-HP13-3T3 byly sledovany po mikroozafreni a zvysena
akumulace HP1[B byla detekovana béhem 200 s. Pusobeni TSA branilo zvySené
akumulaci HP1B v mistech poskozenych UV zéfenim, ale bazalni hladina HP1B
zlistavala zachovana. Méfitko v pravém dolnim rohu pfedstavuje 4 um.

Diskuze

Ukazali jsme, Ze k akumulaci proteinu BMI1 do oblasti chromatinu
poskozenych UV zafenim dochazi velice rychle po ozafeni. Tento d&j probiha
mnohem rychleji nez v pfipadé HP1B proteinu, ktery se hromadi az 100 —
800 s po ozafeni UV (Obr. 2Ba, 4Aa) (Ayoub et al., 2008; Luijsterburg et al.,
2009). Vazba HP1 do mist poSkozeni DNA byla zavisla na ,chromoshadow*
doméné (CSD) a nezavislda na chromodoméné (CD) HP1 proteinu, coz
naznacuje, Ze tento proces je nezavisly na tri-metylaci H3K9, kter4 je vazeb-
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Obr. 4 - pokra €ovani: B : FRAP experimenty byly provedeny v oblasti chromatinu
poSkozené UV zéafenim u EGFP-HP1B-3T3 bunék kontrolnich a ovlivnénych TSA.
Ba: Srovnani kinetiky proteinu HP1p v heterochromatinu bunék kontrolnich a
ovlivnénych TSA. Bb: Srovnani kinetiky proteinu HP1f3 v euchromatinu bunék
kontrolnich a ovlivnénych TSA. Bc: Srovnani kinetiky proteinu HP1p v
heterochromatinu a euchromatinu kontrolnich bunék. Bd: Srovnani kinetiky proteinu
HP1pB v hetero- chromatinu a euchromatinu bunék ovlivnénych TSA.

nym partnerem variant HP1 proteinu (Luijsterburg et al., 2009; Rice a Allis,
2001).Navic Ayoub et al. (Ayoub et al., 2008) ve své praci ukazal, ze
fosforylace HP1B na Thr51 jeho CD domény je dulezitd pro mobilizaci a
uvolnéni z chromatinu a pro vazbu HP1B do poSkozenych mist na DNA.
Inhibice kaseinoveé kinadzy 2 (CK2), coz je enzym zapojeny do reparace DNA,
snizuje fosforylaci Thr51 a mobilizaci HP1p (Ayoub et al., 2008). Dale
Baldeyron et al. (Baldeyron et al., 2011) prokazal, Ze deplece HP1[ vede k
nestandardni opravé DNA a Ze vazba HP1B k chromatinu s DSBs vyZaduje
histonovy chaperon pl50CAF-1. Tato data naznacuji, Zze specifické epi-
genetické udalosti a biochemické modifikace proteind vazajicich se
na chromatin, v€etné HP1 jsou zodpovédné za usporadani chromatinu a také
opravu DNA. V této praci jsme ukazali, ze zvySena akumulace HP1[3 probiha
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souCasné se zvySenou vazbou proteinu BMI1 v misté chromatinu
poskozeného UV zéfenim. Navic tyto dé&je jsou zavislé na acetylaci. Na
zakladé naSich vysledkl se Ize domnivat, Zze BMI1 by mohl byt potencialnim
vazebnym partnerem proteinu HP1( v chromatinu poSkozeném UV zafenim.
Zajimavé je, Ze proteiny HP1 rozpoznéavaji DNA léze bez ohledu na H3K9me3
(Luijsterburg et al., 2009). Navic my jsme nezaznamenali zvySenou akumulaci
jiného epigenetického znaku, H3K27me3, v oblasti DNA lezi, kde se
vyznamnym zpusobem hromadil protein BMI1 (Obr. 2C). Nicméné pozorované
mnozstvi H3K27me3 by mohlo byt dostateCné pro vazbu BMI1 k chromatinu
s DSBs (Obr. 2C). DalSim dualezitym kliCovym hraCem ve vazbé BMI1 k
poSkozenému chromatinu je poly-ADP-ribozova polymeraza (PARP) (Chou et
al., 2010; (Ismail et al. 2010).

Dohromady vzato, ukézali jsme, Ze protein BMI1, spojeny s PcG funkci,
rozpoznava DNA leze bezprostfedné po mikroozafeni, na coz navazuje
zvySena akumulace HP1Bdo téchto oblasti genomu. Nicméné si
uvédomujeme, Ze fyziologicky vyznam mikroozafeni pomoci UV-A mlzZe byt
limitovany, stejné jako biologicky vyznam exprese exogenniho proteinu BMI1
a HP1B. AvSak v tomto experimentalnim systému, BMI1 akumulace v UV-
indukovanych DNA lezich byla spiSe zavisla na acetylaCnich zménach, coz
vychazi ze skute€nosti, Ze hyperacetylace histont brani zvySené akumulaci
BMI1 a HP1B do poskozeného chromatinu (Obr. 2Bb a 4Ab). Naopak dfive
bylo ukdzano, Ze oprava DNA je vice u¢inna v hyperacetylovanych,
dekondenzovanych nukleosomech (Ramanathan a Smerdon, 1986;
Ramanathan a Smerdon, 1989). V naSem prfipadé jsme zjistili, Ze spiSe
hyperacetylace brani rozpoznani DNA lezi indukovanych UV. Tudiz, pouzitim
nezavislych experimentalnich pfistupl jsme poukézali na dudlezitou ulohu
acetylace v procesech opravy DNA. NaSe vysledky tedy pfispivaji k vysvétleni,
jak specificky histonovy kéd pfispiva k opravnym mechanismidm na DNA,
které brani nestabilité genomu.
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Bun ééné jadro a jeho epigenetika

Jana Suchankova , Lenka Stixova , Eva Bartova

Biofyzikalni Ustav Akademie véd Ceské republiky, v.v.i.,
Kralovopolska 135, 612 65 Brno

Uvod

Pojem epigenetika Sifil od roku 1942 Conrad Hal Waddington, britsky
profesor genetiky, ktery definoval epigenetiku jako soubor zmén genoveé
exprese determinujici vyvoj organizmu. V soudasnosti epigenetiku chapeme
jako védu zabyvajici se biochemickou modifikaci DNA a s ni asociovanych
protein, tak zvanych histond. V tomto pfipadé nedochazi ke zménam
v sekvencich DNA, tudiz jde o takové modifikace chromatinu, které neovliviuji
pofadi nukleotidi v Fetézci. Tyto biochemické modifikace zpusobuji pouze
zmeénu v kompaktnosti DNA a tim ovliviuji funkci jednotlivych gend, tudiz i
celého bunééného jadra.
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Zpocatku se zdalo, Zze vyznam epigenetiky je pouze okrajovy, ovsem
s rozvojem experimentalnich technik se zacal biochemickym modifikacim
chromatinu pfikladat vétSi vyznam. O tom, Ze epigenetika je dllezitym
tématem soufasné molekularni a bunécéné biologie svédCi napfiklad jedno
z poslednich specialnich Cisel Casopisu Science (vydané 29. fijna 2010),
vénované pravé tomuto podoboru genetiky. Z fady novych poznatku je ziejmé,
Ze sledovani epigenetickych zmén v lidském genomu je dulezité, predevsim
pro pochopeni mechanizmld zodpovédnych za vznik Fady civilizacnich
onemocnéni, v€etné nadorové transformace bunék. Navic, epigenetické
faktory presné uréuji nejen stupen Sroubovicovitého stoCeni DNA, ale dale
jsou zodpovédné za organizaci bunécného jadra a fyziologickou strukturu
chromatinu vysSiho fadu.

Organizace bunééného jadra.

Bunééné jadro je nejnapadnéjSi organelou eukaryotické bunky a
obsahuje vétSinu jejich genu. Celé jadro je usporadano do mnoha funkénich
celkl (obr. 1). Prostor jadra vypliuje chromatin, ktery se sklada z DNA a
pfedevSim proteind histonové povahy. Dale je v jadie obsazeno velké
mnozstvi nehistonovych proteind a RNA (Snustad a Simmons, 2009). Zbytek
jadra je vyplnén interchromatinovym prostorem (obr. 1), ktery obsahuje
makromolekularni komplexy, potfebné pro jaderné funkce, jako je replikace
(tvorba kopii molekuly DNA), transkripce (pfepis genetické informace z DNA
do RNA), sestfih (post-syntetickd Uprava pre-mRNA) ¢i reparace (oprava
poSkozené DNA) (Cremer a Cremer, 2001). V bunéfném jadfe se dale
nachazi fada télisek a domén — predevsim Cajalova téliska, promyelocyticka
leukemickd téliska (promyelocytic leukemia - PML), jaderné skvrny a nékolik
dalSich regula¢nich domén, typu transkripnich ,tovaren“ obsahujicich RNA
polymerazu I, ktera jako hlavni faktor reguluje transkripci gent kddujicich pre-
MRNA (Hernandez-Verdun, 2006). Specialni jadernou strukturu dale
prestavuje jadérko, které je povazovano za nejvétSi transkripéni ,tovarnu*
(Obr. 1). DGvodem tohoto oznaceni je, Ze transkripce ribozomalnich genl a
syntéza ribozomalnich pod-jednotek probih& pravé v kompartmentech jadérka
(Raska et al., 2004).

Zakladni struktura chromatinu a epigenetické modifikace histon

Z&Kkladni strukturni podjednotkou chromatinu savéich bunék je
nukleozom, ktery je tvofen oktamerem histont (dvé molekuly kazdého
z histond H2A, H2B, H3 a H4) a navinutou DNA (Alberts et al., 1998;
Campbell a Reece, 2006) (obr. 2). Molekula dalSiho histonu, nazyvaného H1,
se pfipojuje kvolné DNA v blizkosti nukleozomu, v takzvané "linkerove"
oblasti, a s jeho pomoci je DNA uspofadana do 30nm chromatinového vlakna.
Toto vlakno muze tvorit jeSté kondenzovanéjsi struktury, ovSem zpUsob jejich
vzniku a formy organizace chromatinovych vlaken jsou neustale predmétem
diskuse (Yokota et al., 1995).
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Obr. 1: Schéma uspo-
fadani vybranych kom-
partmentd  bunécného
jadra. Jadro je chara-
kteristické svou vyso-
kou kompartmentaliza-
ci, tedy rozdélenim pro-
storu do mensSich funk-
¢nich  celkd. Povrch
jadra je tvoren jadernou
membranou protkanou
jadernymi  péry, pod
kterou se  nachazi
vrstva intermediarnich
filament tvoficich nukle-
arni laminu. Dominan-
tou vnitfniho prostoru
jadra je jadérko, kolem
kterého jsou organizo-
vana  chromozomalni
teritoria a interchromo-
zomalni prostor (IC). Vétsi ,laguny* interchromozomalniho prostoru obsahuji
napriklad Cajalova téliska (zodpovidaji za tvorbu transkripénich a sestfihovych
komplexu), téliska PML (GCastni se regulace transkripce, omezeni rdstu nadorq,
potlaeni apoptézy a oprav DNA) a jaderné skvrny (obsahuji vysokou koncentraci
sestfihovych faktort).

Obr. 2: Nukleozomy
obtoCené DNA a jejich
epigenetické modifika-
ce na vybranych N-
koncich.

Stupen kondenzace chromatinu zavisi pfedevsSim na bunécném cyklu,
ktery zahrnuje interfazi (G1, S, G2 faze) a mitotické déleni. Béhem interfaze
jsou chromatinova vlakna v jadfe rozvolnénd, ale pfi pfipravé buriky na mitdzu
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dochazi kjejich kondenzaci a jsou viditelna jako typické metafazni
chromozomy. Ty predstavuji nejvy$8i mozny stupen sbaleni chromatinu,
takzvany chromatin vysSiho fadu (obr. 3A). AvSak ani interfazni
chromozomalni teritoria (obr. 3B) nejsou ve své struktufe homogenni, liSi se
ve stupni svého sbaleni (kondenzace) a tedy i ve stupni vyjadfeni genu
(exprese).

Obr. 3: Pfiklad metafdznich chromozomud (modfe) a jejich DNA metylace (zelené).
Naznaceno je umisténi centromer a konce chromozomu, telomery (A). Interfazni
profil teritorii lidského chromozomu 11 (HSA11) (zelené) a na ném umisténé CCND1
geny (Cervené). Interfazni jadro je znaceno modre (B).

V ramci bunétného jadra rozliSujeme dva zakladni typy chromatinu:
euchromatin a heterochromatin (Felsenfeld a Groudine, 2003). Zatimco
euchromatin je rozvolnény a transkripéné aktivni, heterochromatin je mnohem
kompaktné&jSi, vysoce kondenzovany a z velké miry transkripéné neaktivni.
Heterochromatin mizeme dale délit na fakultativni (neaktivni chromozom X
v genomu samic) a konstitutivni (primarni zaSkrceni [konstrikce] chromozom(
zvané centromery nebo konce chromozomu zvané telomery (obr. 3A).

Kondenzace interfazniho chromatinu ovliviuji také biochemické
modifikace histonu H1 a koncovych ¢€asti histonu, takzvanych N-terminalnich
koncu, vyCnivajicich z nukleozomud (Snustad a Simmons, 2009) (obr. 2). Tyto
chemické modifikace mohou pozitivné i negativné ovlivhovat expresi genu (viz
nize). Ke zminénym post-translacnim modifikacim dochazi v duasledku
pusobeni specifickych enzyml, zodpovédnych za vazbu nebo odStépeni
napfiklad methylové, acetylové, fosforylové &i jiné epigeneticky vyznamné
skupiny vazané na histony. DalSimi faktory, které ovliviiuji kondenzaci
chromatinu jsou sub-typy heterochromatinového proteind 1 - HP1a, HP1B a
HP1y (viz nize, obr. 4A, B). V neposledni fadé je exprese jednotlivych genu
regulovana transkripénimi faktory (epigeneticky vyznamné proteiny, které se
vazi na promotory gena a iniciuji transkripci). Dale mlaze byt exprese genl
ovlivnéna polohou gend v ramci chromozomalniho teritoria nebo i celého
interfazniho jadra (obr. 3B) (Croft et al., 1999; Lanctot et al., 2007).



Obr. 4: Distribuce HP1a (A), HP1B (B),
UBF (C), RPA194 (D) a histont H2B (E),
H4 (F) v interfaznim jadfe Zivych bunék
(mySi embryonalni fibroblasty). Pfevzato
ze Stixova et al. (2011).

Chromozomalni teritoria

Tak jako je metafazni chromatin organizovan do kondenzovanych
chromozomu, tak i uspofadani interfazniho jadra neni zcela ndhodné (obr. 1).
A¢ se po dlouhou dobu predpokladalo, Ze jednotlivé interfazni chromozomy
jsou vzajemné propletené a neuspofadané. Postupné prevladl nazor, ze
pokud jadro obsahuje tak velké mnoZstvi chromatinu, musi byt tento chromatin
néjakym zplsobem organizovan. A pravé uspofadani interfazniho jadra je
zcela zasadni pro regulaci exprese gendu.

Carl Rabl (Rabl, 1885) jako prvni usoudil, Ze jednotlivé chromozomy
jsou od sebe prostorové oddéleny, coZz v nékolika desetiletich vyznamné
prostudovala skupina Prof. Thomase Cremera z Mnichova (shrnuto v (Cremer
a Cremer, 2010)). Obohaceni Rablovych teorii provedl Theodor Boveri, ktery
ve sveé praci uvedl, Zze kazdy chromozom, ktery je viditelny béhem mitdzy, si i
béhem interfaze udrZuje svou individualitu a v jadfe zabira specificky prostor.
Boveri v této praci také poprvé pouzil termin chromozomalni teritorium. S
vyvinutim novych experimentalnich technik se teorie chromozomalnich teritorii
rozsSifila o nékolik novych modeld, které se sice v nékterych ohledech lisi, ale
jejich zakladni mySlenka zlstava prakticky neménna.

Umisténi jednotlivych chromozomalnich teritorii v interfaznim jadfe neni
nahodné, ale je pravdépodobné ovlivnéno genovou hustotou. Chromozomy,
které ve srovnani s ostatnimi obsahuji vétSi mnozstvi gent a obecné tedy
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vykazuji i vysSSi transkripéni aktivitu, jsou béhem interfaze umistény blize
stfedu bunécného jadra, zatimco genové méné zastoupené a méné
transkripéné aktivni chromozomy byvaji lokalizovany na jaderné periferii. Jako
priklad byva uvadén znamy pfipad chromozom( 18 a 19, které se vyznacuji
velmi podobnou velikosti, avSak rozdilnou genovou hustotou. Chromozom 19,
ktery je charakteristicky vysokym pocétem genl se u vétSiny bunéénych typu
nachazi blize stfedu jadra nez geny méné zastoupeny chromozom 18 (Boyle
et al., 2001; Croft et al., 1999).

Jadérko a jeho vyznam

Jadérko je napadna bunécna struktura, viditelna béhem interfaze.
Ackoliv se v kazdé burice zpocatku formuje zaklad pro nékolik jadérek, tyto
~pre-jadérka” zacnou brzy fuzovat a vétSina savcich bunék ma tedy obvykle
jedno az Ctyfi jadérka, ktera zodpovidaji za syntézu ribozomalni RNA (rRNA)
(Olson, 2004). Samotné transkripci rRNA pfedchazi tvorba preiniciacniho
komplexu (pre-initiation complex — PIC) (shrnuto v (Béartova et al., 2010)). PIC
obsahuje SL1 (selectivity factor 1) a UBF faktory (upstream binding factor)
(obr. 4C), které pravdépodobné ovliviuji navazani RNA Pol | na promotor
pfepisovaného genu (obr. 4D ukazuje zastoupeni RPA194 podjednotky RNA
Pol | v jadérku). UBF a dalSi soucasti PIC navazané na promotor genu jsou
také zodpovédné za topologické zmény v rDNA (Grummt, 2003; Learned et
al., 1985; Prieto a McStay, 2008).

Hlavni funkce jadérka jsou nasledujici: transkripce rDNA genu, syntéza
pre-ribozomalnich pod-jednotek, pfidavani proteind k pre-ribozomalnim
podjednotkdm, Upravu primarnich transkriptd do podoby 18S, 5.8S a 28S
rRNA a zaclenéni 5S rRNA, kterd je RNA polymeréazou lll syntetizovand mimo
jadérko (shrnuto v (Bartova et al., 2010)). Syntéza rRNA, respektive tvorba
ribozomalnich podjednotek, neni jedinou funkci jadérka. Existuje mnoho
dikazd i pro dalSi funkce. Optimalni funkce jadérka jsou napfiklad zasadni
z hlediska regulace bunééného cyklu, stresovych odpovédi buriky, pochodu
starnuti. Zmény v uspofadani jadérek se objevuji 1 u maligné
transformovanych bunék. Faktory obsazené v jadérku dale hraji vyznamnou
roli v boji proti virovym infekcim (shrnuto v Boisvert et al., 2007; Raska et al.,
2006).

Vzhledem k tomu, Ze ribozomy jsou nezbytné Kk translaci, syntéze
polypeptidovych Fetézcl a bilkovin, je zcela pochopitelné, Ze nejlépe
probadanou funkci jadérka nadale zlstava tvorba ribozomalnich podjednotek.
Tento komplexni proces je zahajen uz samotnou formaci tfi dynamickych Casti
jadérka, jako je fibrilarni centrum (fibrilar centers - FCs), denzni fibrilarni
komponenty (dense fibrillar components - DFCs) a granularni komponenty
(granular components - GCs) (obr. 5). Jadérko neni obklopeno membranou,
ale je zvelké Ccasti formovano perinuklearnim chromatinem, jehoz
charakteristickym znakem je vysoky stupen metylace DNA (vysvétleno nize).
Z hlediska tvorby a funkce jadérka jsou velice dulezité takzvané organizatory
jadérka (NORs - Nucleolus Organizer Regions). Oblasti NORs jsou v lidském
genomu rozmistény na kratkych raméncich akrocentrickych chromozoma 13,
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14, 15, 21 a 22 (Fatica a Tollervey, 2002; Henderson et al., 1972), u mysi se
nachazeji na chromozomech 12, 15, 16, 17, 18 a 19 (Dev et al., 1977). Kazda
z oblasti NORs je tvofena kratkymi sekvencemi rDNA, tzv. transkripénimi
jednotkami. Transkripéni jednotky rDNA jsou u savcl pomérné rozsahlé,
v lidské DNA tvofi oblasti o velikosti =43 kb, u mysi =45 kb (McStay a Grummt,
2008). Kazdou transkripéni jednotku Ize dale rozdélit do dvou &asti. Prvni ¢asti
je sekvence kodujici prekurzory rRNA (pre-rRNA), tedy usek DNA dlouhy 13-
14 kb, za kterym néasleduje nepfepisovany mezernik oddélujici jednotlivé geny
(intergenic spacer — IGS) o pfiblizné délce 30 kb (McStay a Grummt, 2008).
Struktura aktivné prepisovanych rDNA genu byla poprvé popsana na
zakladé vyzkumu oocytl obojzivelnikl v roce 1969 (Raska et al., 2004). Da se
fici, Ze usporadani prepisované rDNA je v mnoha ohledech podobné
uspofadani transkripéné aktivnich gend kodujicich pre-mRNA. Tak jako
transkripéné aktivni geny, kédujici pre-mRNA, vybihaji v podobé smy¢ek vné
pfislusného chromozomalniho teritoria (obr. 6A), tak i ribozomalni geny jsou
uspofadané do podoby takzvanych ,vanoc¢nich stromd” (Christmas trees; obr.
6B) (shrnuto v (Bartova et al., 2010)). Pomysiné vétve tohoto stromu, tvofené
aktivnimi rRNA geny a vznikajici pre-rRNA, vybihaji od masy nepfepisované
rDNA tvofici zaklad ,vano¢niho stromu” (Koberna et al., 2002).
Stejné jako mRNA vznik&a uvnitf transkrip&nich tovaren (obr. 6A), tak i aktivni
ribozomalni geny jsou lokalizované uvnitf jadérka, které jak bylo feceno,
predstavuje nejvétsi transkripéni tovarnu bunééného jadra. AvSak vzhledem k
vysoké kompaktnosti jadérka je obtizné urCit pfesné misto transkripce
ribozomalnich genl (Koberna et al., 2002). Je jisté, Ze pocate¢ni faze syntézy
ribozom0d se odehravaji v centralnich ¢astech jadérka, zatimco
dosyntetizovani ribozomalnich podjednotek je lokalizovdno na jeho okraji
(Shaw et al., 1995; Thiry et al., 2000). Pouzivani rozdilnych experimentalnich
technik a zplsobu vizualizace vSak zna¢né ovliviiuje ziskané vysledky, a tak
ani po vice nez dvaceti letech diskuzi nelze s koneCnou platnosti urcit
kompartment jadérka, ve kterém transkripce probiha (Boisvert et al., 2007;
Raska, 2003). Jak jiz bylo zminéno, FCs obsahuji velké mnozstvi
ribozomalnich gend. Otadzkou v3ak zlstava, zda jsou tyto geny transkripéné
aktivni €i nikoliv. Lokalizace transkripéné aktivnich genl zlstava i nadale
pfedmétem diskuzi. Néktefi usuzuji, Ze transkripéné aktivni geny se nachéazeji
pfevazné v FC (napf. (Thiry et al., 2000)), jini za misto transkripce rDNA genl
povazuji hranici mezi FC a DFC (napf. (Boisvert et al.,, 2007; Cheutin et al.,
2003); obr. 5), dalSi autofi tento proces lokalizuji do DFC (napf. Raska, 2003).
Cely prubéh transkripce je ovlivnén mnoha faktory, které se vzgjemné znacné
ovliviiuji. Nékteré z nich jiz byly v kratkosti zminény, ale nejnapadnéjSim
zpusobem, jak burika reguluje transkripéni aktivitu genu kodujicich jak pre-
MRNA, tak rRNA zUstavaji epigenetické modifikace DNA a asociovanych
histona.
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Obr. 5: Schéma syntézy ribozomu. Jednotlivé kompartmenty jadérka jsou oznaceny:
fibrilarni centrum (fibrilar centers - FCs), denzni fibrilarni komponenty (dense fibrillar
components - DFCs) a granularni komponenty (granular components - GCs) Prepis
genetické informace z rDNA do rRNA je na tomto obrazku lokalizovana na hranici FC
a DFC. Nasleduje Stépeni pre-rRNA v DFC, upravy rRNA, tvorba ribozomalnich
podjednotek v GC a jejich transport do cytoplasmy. Pfevzato z Boisvert et al. (2007)
a upraveno podle Bartova et al. (2010).

Epigenetické Upravy histon U

NejznaméjSimi faktory, které reguluji jaderné procesy, jsou epigenetické
modifikace DNA a histon(. Tyto modifikace maji za nasledek zménu
chromatinové struktury, pfi¢emz pofadi nukleotidu v fetézci DNA zUstadva
zachovano. Prakticky se jedna o biochemické substituce probihajici na DNA a
histonech, které maji za nasledek zménu konformace chromatinu s niz se poji
napfiklad rozdilna pfistupnost chromatinu pravé pro transkripéni nebo
reparacni faktory.

Toto obecné schéma plati i pro specialni pfipad rDNA nachazejici se
v jadérku. Zde epigeneticky stav rDNA genu udrzuje integritu jadérka a
samoziejmé zodpovida i za jejich aktivni transkripci & umli€eni (Bartova et al.,
2010). Podobné jako zbytek jaderné DNA je i rDNA v jadérku modifikovana
nejraznéjSimi epigenetickymi faktory. Jedna se predevsim o metylaci DNA a
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Obr. 6: Porovnani transkripce genl kodujicich rRNA a pre-mRNA. A: Schéma
transkripéni tovarny; modry kruh uprostifed obrazku oznacuje akumulaci RNA Pol II.
Déle jsou znazornéna vlakna DNA (tmavé-modra), ktera na smyckach vybihaji vné
odpovidajiciho chromozomalniho teritoria. Cervené& jsou oznadeny vznikajici
transkripty genu, kodujicich pre-mRNA a drobna kole¢ka znazoriuji transkripéni
faktory UcCastnici se transkripce. Pfevzato z Chakalova a Fraser (2010). B: Na
obrdzku je znazornéna struktura ,vanocniho stromu” mySi bunky zachycena
elektronovym mikroskopem. Transkripéné aktivni ribozomalni geny jsou umistény na
pomyslinych vétvich tohoto stromu. Pfevzato z Raska (2003).

modifikace s ni asociovanych histonu. Histony jsou bazické proteiny
obsahujici 20 az 30 % argininu a lyzinu, dvou kladné nabitych aminokyselin
(Snustad a Simmons, 2009). Nechranéné skupiny —NH" argininu a lyzinu jsou
dalezité pfi interakci histonl se zaporné nabitymi fosfatovymi skupinami DNA.
Skupiny —NH5" se vyskytuji na aminoterminalnich koncich i v samotném jadfe
histonu. Pro epigenetické modifikace jsou vSak kvuali své vyborné pfistupnosti
dalezité predevsim skupiny lokalizované na volnych koncich histonl, kde
probiha i vétSina jejich modifikaci (obr. 2).

Histony (obr. 2 a 4E, F) mohou byt modifikovany mnoha zpasoby. Na
histonech existuje vice nez 60 odliSnych rezidui, které mohou byt nejméné
osmi zpusoby upraveny, pficemz nékteré z modifikaci maji nékolik variant
(Jenuwein, 2006; Kouzarides, 2007). Jako priklad byva uvadéna metylace
lyzinu a argininu, kter4 se maze vyskytovat ve tfech formach pro kazdy z nich,
pfiCemZ lyzin mdZe byt mono-, di- nebo tri-metylovan a arginin muze byt
mono-metylovdn nebo symetricky i asymetricky di-metylovan (Kouzarides,
2007). Z uvedeného faktu je zfejmé, Ze pro histony existuje obrovské mnozstvi
variant epigenetickych modifikaci. Musime mit vSak na paméti, Zze kazdé
reziduum muze byt modifikovano pouze nékterymi z uvedenych zpusobl a
také Ze nékteré modifikace se vzajemné vylucuji. Tedy jeden histon nemuaze
byt v uréitétm okamziku modifikovan vSemi moznymi zpusoby.

VSechny histony jsou evoluéné velmi konzervativni, pfiCemz mezi
organizmy je nejvétsi podobnost u histontd H3 a H4. Lze tedy vytvofit obecna
pravidla nasledkd jednotlivych modifikaci, takzvany histonovy kéd: konkrétni
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chemicka modifikace urc€ité aminokyseliny v urcitém histonu vede bud
k transkripéni aktivaci nebo inaktivaci. Obecné Ize tedy modifikace histonu
rozdélit do dvou skupin: prvni z nich navozuje takové zmény chromatinu, které
maji za nasledek transkripéni aktivitu, druha skupina modifikaci se naopak poji
s transkripéné neaktivnim chromatinem (Kouzarides, 2007). Struktura
transkripéné aktivniho chromatinu je charakteristicka napfiklad hypometylaci
DNA, acetylaci histonu H3 a H4 a di-metylaci histonu H3 v pozici lyzinu 4
(H3K4). Struktura transkripéné neaktivniho chromatinu je specifickd svou
hypoacetylaci histonu H3 a H4, metylaci histonu H3 v pozici lyzinu 9 (H3K9),
metylaci histonu H4 v pozici lyzinu 20 (H4K20) a CpG hypermetylaci (obr. 2)
(Lawrence et al., 2004; Santoro et al., 2002; Zhou et al., 2002). Skute¢nost je
ovSem mnohem slozitéjSi — nékteré modifikace se mohou pojit jak
s transkripéné aktivnim, tak i neaktivnim chromatinem a zavisi pouze na vlivu
dalSich faktorl (Kouzarides, 2007). Jako pfiklad byva uvadéna metylace
histonu H3 v pozici lyzinu 36 (H3K36), ktera je v kdédujici oblasti znakem
transkripéné aktivnino chromatinu a v oblasti promotoru naopak slouzi
k uml€eni pfislusného genu. DalSim pfikladem je metylace H3K9, ktera ma
pravdépodobné stejny efekt: v oblasti promotoru slouzi Kk inaktivaci
transkripce, v kodujicim regionu k jeji aktivaci.

Metylace DNA

Metylace DNA je post-replikacni Uprava chromatinu, kterd probiha témer
vyluéné na cytosinu (v pozici C5) v dinukleotidech CpG (takzvané CpG
ostrivky), které se nachazeji predevSim v oblasti promotoru genu (McStay a
Grummt, 2008). Metylaci zprotfedkuji DNA metyltransferazy (DNMT), bézné
rozdélované do tfi podrodin: DNMT1, DNMT2 a DNMT3, pficemz u Clovéka
nejvyssi aktivitu vykazuji metyltransferazy DNMT1, DNMT3a a DNMT3b
(Grummt a Pikaard, 2003). DNMT1 rozeznavaji po replikaci DNA dinukleotid
CpG na nové syntetizovaném vlakné a odpovidaji tedy za udrZzovaci metylace.
DNMT3 maji schopnost metylovat de novo a pusobi béhem rané faze
ontogenetického vyvoje, kdy je nastavovan metylacni profil bunék.

Metylace DNA je typickym znakem heterochromatinu, pfiemz &im vice
je DNA metylovana, tim méné jsou geny transkripné aktivni. Metylace DNA
muze zpasobovat zmény v konformaci chromatinu, ale také se vyskytuje v
oblastech promotort typicky se pojicich s CpG ostrivky. Zde dochazi
k metylaci cytozinu tim zpusobem, Ze metylova skupina sméfuje do velkého
Zlabku DNA, kde brani vazbé transkrip€ich faktor( a také slouzi k navazani
dalSich inhibitord transkripce. Napfiklad metylace CpG ve specifickych
oblastech rDNA znemoZnuje vazbu UBF faktoru k templatové DNA, zabranuje
tak zformovani iniciaéniho komplexu PIC a inhibuje tedy iniciaci transkripce
rDNA genl (Grummt a Pikaard, 2003; McStay a Grummt, 2008; Santoro a
Grummt, 2001).

Acetylace histona

Prvni popsanou modifikaci histon byla acetylace, ktera zodpovida za
strukturu transkripéné aktivniho euchromatinu a je zprostfedkovana
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histonovymi acetyltransferazami (HATS). Acetyltransferazy byvaji rozdélovany
do tfi rodin: GNAT, MYST a CBP/p300 (Sterner a Berger, 2000). Histonové
deacetylazy (HDACSs) zodpovidaji za opacny proces, zpUsobuiji tedy inaktivaci
transkripce. Deacetylazy jsou také rozdélovany do tfi rodin: histonové
deacetylazy 1. a Il. tfidy, zavislé na zinku (Zn), a lll. tfidy zahrnujici
enzymy rodiny sirtuinu (Sir), zavislé na NAD (Nikotinamid Adenin Dinukleotid).

Acetyltransferazy modifikuji e-aminoskupinu lyzinu, coz vede ke snizeni
jeho bazicity (Kouzarides, 2007; Rice a Allis, 2001). Tim je neutralizovan
kladny néboj amino-terminalnich koncd histond a nasledné omezena
schopnost histont interagovat se zaporné nabitou DNA. Acetylace tedy
zpusobuje rozvolnéni chromatinové struktury a zpfistupnuje tak DNA
transkripénim faktordm a dalSim enzymdm (Kouzarides, 2007). Naopak
deacetylace histonu zpasobuje vy3Si bazicitu histonu, umozriuje jejich vazbu
k molekule DNA a vznik struktury transkripéné neaktivniho chromatinu.
Uvedené procesy lze jen stézi pozorovat in vivo, bylo ale prokazano, ze
napfiklad H4K16 acetylace ma negativni vliv na formovani 30nm
chromatinovych vldken a vysSSich struktur a umoznuje tak vznik struktury
transkripéné aktivniho chromatinu.

Acetylace probihaji pfedevsim na N-terminalnich koncich histonu, které
jsou pro acetyltransferazy dobfe pfFistupné (Kouzarides, 2007). Byla vSak
prokazana také acetylace histonu H3 v pozici lyzinu 56 (H3K56) probihajici
v oblasti nukleozomového jadra. Reziduum K56 je na nukleozomu umisténo
tak, Ze sméfuje do velkého Zlabku DNA a ma tedy vyhodnou pozici na
ovlivnéni interakce mezi histonem a DNA.

Acetylace H3K9, typicky znak transkripéné aktivniho chromatinu, ma
také vliv na umisténi daného lokusu v jadie. Podle StraSaka et al. (2009)
(Strasak et al., 2009) jsou lokusy s vysokou mirou acetylace umistény ve
stfedu bunécného jadra, zatimco méné acetylované se nachazeji na jeho
periferii. Uvedené udaje koreluji s polohou rDNA, kolem niz se formuje
jadérko, které je lokalizované vjaderném stifedu. Stupen acetylace
samoziejmé také ovlivhuje dalSi histonové modifikace. Napfiklad deacetylace
specifickych lyzinovych rezidui (napf. deacetylace H3K9) pfedchazi metylaci
H3K9, DNA metylaci a navazani HP1 proteinu zodpovédného za formovani
heterochromatinu (Zhang a Reinberg, 2001).

Metylace histont

Ackoliv metylace probih& na lyzinu a argininu (Bannister a Kouzarides,
2005), v souvislosti s jadérkem byla prozkoumana pouze metylace lyzinu
zprostiedkovana lyzinovymi metyltrasferdzami. Lyzinové metyltransferazy
vykazuji vysokou specifitu srovnatelnou se specifitou acetyltransferaz
(Kouzarides, 2007). D& se fici, Ze tyto metyltrasferazy ve vétSiné pfipadd
modifikuji pouze ur€ity lyzin urcitého histonu (Bannister a Kouzarides, 2005).
Jako pfiklad byva uvadéna metyltrasferdza SUV39hl jenZ je zodpovédna za
tri-metylaci H3K9 nebo metyltransferaza G9a zodpovédna za mono-metylaci a
di-metylaci téze pozice (Kouzarides, 2007).
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Teprve nedavno byly objeveny histonové demetylazy jako je lyzin-
specificka demetylaza (LSD1) zodpovédna za de-metylaci H3K4, enzym
JHDM1 zodpovédny za de-metylaci H3K36, JHDM2 pusobici proti tri-metylaci
H3K9 perinuklearniho heterochromatinu nebo JHDM1B zpUsobuijici v jadérku
de-metylaci H3K4 (shrnuto v (Bartova et al., 2010)).

Narozdil od acetylace muiZze metylace histond transkripci genu
podporovat i inhibovat. Transkripéni aktivita napfiklad koreluje s H3K4, H3K36
a H3K79 metylaci, pficemz metylace H3K4 a metylace H3K36 je dllezita pro
elongaci transkriptu (Kouzarides, 2007; Lawrence et al.,, 2004; Santoro a
Grummt, 2005; Santoro et al., 2002; Zhou et al., 2002). S inaktivaci
transkripce je spojovana H3K9, H3K27 a H4K20 metylace (obr. 2). Metylova
skupina je vS8ak pomérné mald a neni pravdépodobné, Ze by sama o sobé
mohla vyrazné ovlivnit zaporny naboj lyzinu a argininu, jako je tomu v pfipadé
acetylové skupiny (Bannister a Kouzarides, 2005; Santoro a Grummt, 2005).
misto pro regulacni proteiny a deacetylazy. Napfiklad pro histonové
metyltransferazy zprostfedkovavajici H3K9 metylaci je typicka evolucné
stabilni chromodoména shodna s HP1 proteiny. Pravé tyto metyltransferazy
(jako je SUV39hl a SUV39h2) pIné zodpovidaji za vazbu HP1 proteind
v oblastech heterochromatinu (shrnuto v (Kouzarides, 2007)).

HP1 protein byl objeven v pericentromerickych a telomerickych
regionech chromozomu octomilky Drosophila melanogaster James a Elgin,
1986). V lidskych a mySich bunkach byly postupné identifikovany jeho tfi pod-
typy: HPla, HP1p a HPly, které se vyznamné podileji na remodelaci
chromatinu (Bartova et al., 2005) (obr. 4A, B). Navzdory vzajemné podobnosti
ve struktufe a biochemickych vlastnostech se jednotlivé varianty HP1 vyrazné
iS5i ve svych funkcich a své jaderné lokalizaci (shrnuto v (Dialynas et al.,
2007). Zatimco vyskyt HPla je spojovan se strukturou heterochromatinu,
HP1B a HP1ly byvaji v interfaznim jadfe a pfedevSim v jadérku lokalizovany
jak v heterochromatinu, tak i v euchromatinu (Bartova et al., 2005; Minc et al.,
1999). Napfiklad bylo prokazano, ze pokud se H3K9 metylace spolu sy
isoformou HP1 vyskytuje v kédujicim regionu genu, muze byt tento gen
transkripéné aktivni (Kouzarides, 2007). Tento jev nebyl doposud piné
objasnén; prepoklada se v3ak, Zze zatimco H3K9 metylace v oblasti promotoru
genu zpusobuje inaktivaci transkripce, totozna modifikace v kédujici oblasti
muze mit opacny efekt. Diky tomuto poznatku bylo vyvraceno dogma o
propojeni HP1 vyluéné s transkripéné neaktivnim chromatinem (Béartova et al.,
2010; Dialynas et al., 2007; Santoro a Grummt, 2005).

V jadérku se HP1B vyskytuje v perinuklearnim chromatinu a ve vysoké
koncentraci byl detekovan i v ¢astech jadérka obsahujicich bilkovinu fibrilarin
(Horakova et al., 2010), tudiz je vysoce pravdépodobné, ze HP1[ se v jadérku
paradoxné uc€astni regulace transkripce. Vyskyt HP1la a HP1ly se také poji s
kompartmenty obsahujicimi fibrilarin, ovSem koncentrace téchto sub-typu v
jadérku je v porovnani s koncentraci HP18 mnohem niz8i (Horakova et al.,
2010).
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HP1 v jadérku slouzi jednak k udrzeni jeho struktury, jednak k regulaci
transkripce. Napfiklad di-metylace H3K9 asociovana s HP1y a CSB proteinem
ma pozitivni vliv na transkripci rDNA genud (shrnuto v Bartova et al., 2010)).
Naopak interakce mezi histonem H3 metylovanym v pozici lyzinu 9 a HP1a
udrZuje stabilitu perinuklearniho heterochromatinu, ktery tvofi jadérko.

Zavérem lze fict, Ze epigenetické faktory, pfedevsSim post-translacni
modifikace histonl a metylace DNA predstavuji slibné cile pro terapeutické
zasahy, kterymi by bylo mozné ménit strukturu chromatinu, a tak cilené
regulovat transkripci genu zodpovédnych za prislusna onemocnéni.
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Definice oboru

Epigenetika byla puvodné chapana jako suma zmén genové exprese,
které vedou k diferenciaci v ontogenezi. Po pochopeni ur€itych mechanizmu
epigenetickych procesu byla epigenetika povazovana za tzv. chromatinovou
dédi¢nost, tedy Ze o expresi Ci umiCovani gend rozhoduje stav
chromatinového templatu. Po objevu regulaénich aloh malych molekul RNA je
¢nich regulaci. Dnes tedy epigenetiku mizZeme chapat jako Siroky soubor
mechanizma, které dédi¢né ovliviuji genovou expresi beze zmeény primarni
genetické informace. DédiCnost muze fungovat jen v bunécnych liniich (v
pribéhu zZivota jedince) nebo transgeneracné, tedy predavana do pohlavnich
generaci. Jde vSak prakticky vzdy o procesy reverzibilni, tedy potencialné
vratné v fadové vysSich frekvencich, nez je tomu u genetickych mutaci.
Nékteré typy epigenetickych zmén jsou relativné velmi nestalé, potom
hovofime o vyznivajici dédiCnosti. ZpocCatku se zdalo, Ze epigenetika je
omezena jen na nahodné jevy, tzv. epimutace, a jeji vyznam je jen okrajovy.
Dnes se ukazuje, Ze epigenetické fizeni genové exprese je ViSi
eukaryotickych organizmu univerzalni. Pouze muzeme konstatovat, ze dilCi
molekularni epigenetické mechanizmy (napf. metylace DNA) jsou u ruznych
skupin eukaryot (jako jsou napfiklad kvasinky, rostliny, prvousti ¢i druhousti
zivoc€ichoveé) odlisné.
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Vymezeni epigenetiky

Je zjevné, Ze podstatou epigenetickych procest jsou geny, resp.
geneticka informace. Tato geneticka informace v3ak nezbytné nemusi byt
uloZena jen v DNA, ale téz v dalSich informaénich molekulach, jako jsou RNA
Ci proteiny. Vztah genetiky a epigenetiky je snad mozné vyjadfit pfimérem
s knihou (ktera obsahuje veskery text €i genetickou informaci) a jejim ¢tenim
(ne vSe co je napsano, tak ¢teme, a to jeSté riznym zpusobem a v rzném
Case). Epigenetika zdarazriuje vliv podminek zivotniho prostfedi na expresi
gend. VSechny molekuly, které hraji roli v epigenetickych procesech, jsou
samoziejmé kodovany geny. Jaky smysl ma tedy vubec vymezovat predmét
epigenetika? Klasicka ¢i molekularni genetika dostateéné nevysvétluji fadu
mechanizmd nemendelistické dé&di¢nosti. Ulohou epigenetiky je tyto
mechanizmy objasnovat a nachazet v nich kauzalni faktory a zakonitosti.

Epigenetika a reprodukce

Zajimava je otazka vztahu epigenetiky a reprodukce. Na fadé pfikladu
eukaryotickych modelt bylo demonstrovano, Ze tyto procesy jsou tésné
spfazeny. U prvoka (napfiklad u trepky) jde pfedevsim o epigeneticky pfenos
informace z makrojadra do mikrojadra dalSi generace, coz je Vv pfikrém
rozporu s jeho plvodem. Jak samoziejmé vime, makrojadro po procesech
konjugace ¢i autogamie zanika, takZe teoreticky by Zadna (epigeneticka)
informace z makrojadra neméla pfechazet do dalSi generace. Pfi¢inou tohoto
nestandardniho pfenosu jsou zfejmé malé molekuly RNA, které se prenaseji
v cytoplazmé. Podobné zajimava je situace u jinych jednobunéénych eukaryot
— kvasinek. V pribéhu vegetativniho rdstu se kvasinky mnoZzi pouhym
pucenim, coz by vedlo k rozsahlé akumulaci jednoho ze dvou pohlavnich typua
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v populaci. Proto vzdy jedna z matefskych bunék po déleni zméni své pohlavi
cestou tzv. genoveé konverze: vlastni pohlavni lokus (MAT) je rozStépen a na
jeho misto se vreplikuje kopie nahradniho pohlavniho lokusu. Tyto nahradni
pohlavni lokusy jsou v genomu kvasinek silné heterochromaticke, aby omylem
nedochazelo kjejich vlastni duplicitni expresi. Prvnim jednoduchym
eukaryotickym modelem, u kterého se vyvinul mechanizmus metylace
cytozinu v DNA je plisen chlebova. V pribéhu Zivotniho cyklu plisné dochazi
minimalné ke tfem epigenetickym jevim, kde se metylace DNA uplatriuji.
NejznaméjSim z nich jsou repeticemi indukované bodové mutace (RIP).
Dochazi k nim pfi pohlavnim rozmnozovani, kdy pfed karyogamii nastava
jesté v heterokaryonu kontrola obou haploidnich genoma. Pokud systém najde
nadpocetnou (repetitivni) sekvenci DNA, tato je ihned inaktivovana metylaci
cytozinu. Metylovany cytozin je vzapéti deaminovan, takZze dochéazi
k viceméné ireverzibilni zméné — bodové mutaci C— T.

Epigenetické jevy u hmyzu

U drozofily se setkavame s jedinym dosud znamym pozitivnim typem
davkové kompenzace genu vazanych na chromozom X. Jediny chromozom X
v bufikdch samecka je diky zvySené acetylaci nukleozomalnich histonu
hyperaktivni, takze hladina X-produktl je v burikach samitek a samecku
drozofily pfiblizné shodna. Uloha metylaci DNA dosud nebyla u drozofily
prokazana, avSak zfejmé to neplati o v€ele medonosné. Jedinci typu XX se
v Ulu vyvijeji podle toho, jaka je jejich vyziva. Pfi standardni vyzivé vznikaji
sterilni délnice, zatimco (vzacné) larvy Zzivené matefi kaSiCkou smeéfuji svuj
vyvoj k fenotypu plodné kralovny. Nedavné vyzkumy prokazaly, Ze tato zména
vyvojového ur€eni je zfejmé fizena metylaci DNA: inhibice enzymu DNA
metyltransferazy vedla k etnému vyskytu kraloven. Detailni vysledky pak
ukazaly, ze u vC€ely metylace cytozinu zfejmé narusSuji spravny sestfin RNA.
Velmi ojedinélym prikladem, kdy epigeneticky charakter chromatinu
determinuje pohlavi jedince je moucha smutnice (Sciara coprophila). U
smutnice, podobné jako u drozofily ¢i hlistice), rozhoduje o pohlavi pomér
poctu chromozomd X viéi potu sad autozomu. PFfi meiéze u samecka
dochazi inherentné k non-disjunkci chromozomud X, takZze vSechny spermie
maji dva chromozomy X a vSechny zygoty jsou trizomické (obr. 1). V asném
vyvinu embrya vSak dochazi ke ztraté jednoho nebo obou paternalnich
chromozomu X: vznikaji tak sami¢ky (AAXX) respektive samecci (AAX). Tento
jev byl pozorovan jiz v poloving 20. stoleti a byl nazvan parentalnim
imprintingem.

Genomovy imprinting

Genomovy imprinting byl poprvé pozorovan u savcu v osmdesatych
letech minulého stoleti na zakladé experimentd s pfenosem jader po oplozeni
oocytu spermii u mysSi. Bylo prokazano, ze sami¢i a sam¢i genom nejsou
ekvivalentni, tedy ke zdarnému vyvinu embrya je tfeba kombinace samiciho a
samciho jadra. Genomovy imprinting je definovan jako reverzibilni proces, pfi
kterem je pravidelné uml€ovana urcita alela v zavislosti na pohlavi rodice, od
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ktereho je zdédéna. Genomovy imprinting se evolu¢né vyvinul jako soucast
valky pohlavi (€i parentalniho konfliktu) u druhu, kdy embryonalni vyvin jedince
se odehrava uvnitf téla matky. Smyslem imprintingu tedy zfejmé je zajiStovat
rovnovahu exprese paternalnich (obvykle rast-podporujicich) a maternalnich
(obvykle rast-potlacujicich) alel. Dusledkem imprintingu je potom monoalelicka
exprese asi jedné stovky lokusu v lidském genomu, coz muaze v kombinaci
s genetickymi defekty (jako jsou bodové mutace, delece, ¢i translokace)
zpusobovat vyskyt fady vaznych vrozenych chorob (obr. 2). Dosud byl
genomovy imprinting popsan u savcu a krytosemennych rostlin a jisté souvisi
mj. i s metylaci cytozinu. Imprintingovy zaznam vznika pfi gametogenezi, coz
zaruCuje tvorbu pohlavné specifického zaznamu u samci a samicek.
Specificky imprinting vykazuje chromozom X, ktery je v trofektodermu embryi
mySich samiek zasadné inaktivovan ve své paternalni kopii.

Obr. 1:

Epigeneticka deter-
minace pohlavi u
mouchy smutnice,
Sciara coprophila.
Pohlavi je primarné
uréovano pomeérem
pocétu chromozomu
X a sad autozomd.
Saméi meidza je
vSak atypickad a po

nondisjunkci vede

H H I I vEechny zygoty k dizomickym sper-

miim se dvéma

AM AP XM XP XP nahodné eliminace XP chromozomy X.

/ \ V ¢asném embryo-
nalnim stadiu pak

bud jednoho (sa-
micky XTXP/ATAP)
nebo obou pater-
nalnich chromozo-

ma X (samecci

XM0/A"AP).  Zaro-

o de¢na linie obou

somatické buriky pohlavi viak ma

mAR XM XP m AP Xm stejny geneticky za-
klad (X™XP/ATAP).
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Obr. 2: Dédi¢nost mutace v paternalné imprintovaném lokusu v potomstvu ¢lovéka.
Pokud jsou oba rodi¢e zdravi (vlevo), maternalné (m) zdédéna alela se u déti
exprimuje a alela paternalniho pavodu (p) je umlcena (kfizek). Pokud je alela otce
mutovana (jako napfiklad bodovou mutaci &i deleci, uprostied), v pFiSti generaci se
to neprojevi, protoZe tato alela je uml€ena: dité je vSak pfenaseCem choroby. Pokud
je v8ak mutovana alela maternélniho pavodu (vpravo), tato je v bezprostifednim
potomstvu diky paterndlnimu imprintingu (jako jedind) exprimovana a muze se
projevit fenotyp choroby — postizené dité.

Genomovy imprinting u rostlin?

Genomovy imprinting u krytosemennych rostlin také souvisi se
specifickou metylaci DNA, ma vSak podstatné jiny prabéh i funkci. Byl dosud
prokazan jen v nékolika desitkdch lokusu a obvykle vede k umicovani alel
paternalniho puvodu. NejznaméjSim imprintovanym genem u rostlin je gen
Medea, ktery je po cely Zzivot inaktivovan, pouze pfi vzniku samiciho
zarode€ného vaku a vyvinu endospermu jsou aktivovany jeho dvé maternaini
alely. Produktem genu Medea je protein typu Polycomb, ktery ma& za ukol
potlacovat nadmérny vyvin endospermu i embrya. Se zanikem endospermu pfi
vyvinu semene zanika i imprintovy zaznam: genomovy imprinting u rostlin tedy
zjevné nema reverzibilni charakter, jako je tomu u savcdu.

Epigenetickd dédi€ nost u rostlin

Rostliny diky absenci pravé zarode¢né linie i evoluci mnoha
epigenetickych mechanizmd s adaptivni funkci maji vysSi pravdépodobnost
dédéni zmén ziskanych v prabéhu Zivota. Takové dédéné zmény byvaji
klasifikovany jako epimutace a jsou zodpovédné i za ¢etné fenotypové zmény
v reprodukénim vyvoji. Patfi mezi né napfiklad gen Cycloidea, jehoz metylace
vede ke zméné kvétni symetrie, nebo katastralni gen Superman, ktery Fidi
velikosti oblasti kvétu, kde se vyvijeji ty€inky a pestiky. Inaktivace transpozon(
obvykle vede i k inaktivité sousednich genud. Pfikladem muze byt jednodomy
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meloun, kde inzerce a metylace transpozonu vedly k uml¢eni genu CmWIP1 a
konverzi samcich kvétl na samici (tedy pohlavni reverze jednodoma — samici
rostlina). Indukovanou chemickou hypometylaci genomu lze také navodit
dédi¢nou pohlavni zménu sam¢&i — hermafroditni rostlina u knotovky Silene
latifolia. V nedavné dobé byl také prezentovan prvni jednoznacny molekularni
dikaz transgeneracniho epigenetického prenosu. Technikou teplotniho Soku
byl rozkolisan genom Arabidopsis thaliana a doslo k rozsahlé transkripci
retroelementl. U standardniho typu tvoficiho siRNA byla tato invaze
retroelementt potlatena, ale v mutantu s poruchou v syntéze siRNA doSlo
k jejich amplifikaci a v nasledujici generaci k integraci do genomu. Tato prace
ukazuje vyznam epigenetickych mechanizm( k obrané proti genomovym
parazitm, ale také demonstruje, Ze zmény ziskané v prubé&hu Zivota rostliny
mohou byt jednoznacné dédény do dalSich pohlavnich generaci.
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V posledni dobé se stale jasnéji ukazuje, Zze genomy nejsou nemeénné
genetické entity. Jedna se naopak o systémy velice dynamické, generatory
vlastnich pfestaveb citlivé reagujici na zmény prostfedi. Vyznamnou roli
v dynamice genomu hraji mobilni genetické elementy, neboli transponovatelné
elementy, transpozony ¢i popularné ,skakajici geny*“. Transposony tvofi ¢asto
vyznamnou ¢ast jaderného genomu, u ¢lovéka asi polovinu.

Velikost genomu

Zakladnim parametrem genomu je jeho velikost. Jiz od dob, kdy byli
védci schopni méfit velikost genomu se ukazovalo, Ze neexistuje korelace
mezi velikosti genomu a komplexitou organizmu. Tato zahada byla oznacena
jako ,paradox hodnoty C*, protoze ,C* oznacovalo velikost genomu a udavala
se dfive v pikogramech na jadro, nyni spiSe v parech bazi DNA. Postupné se
ukazovalo, Ze klicem k feSeni paradoxu hodnoty C je existence opakujicich se
usekd DNA v genomu, tzv. ,repetitivni DNA®. Repetitivni DNA je v genomu
uspofadana bud v podobé tandemovych repetici, které jsou oznaCovany také
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jako satelitni DNA, nebo je rozptylena, coz pFedstavuji pravé zminéné
transposony. Genomy maji tedy jak repetitivni charakter tak jsou i diky
~Skakajicim genam* velmi dynamické. Pohled na rozsahy velikosti genomu u
riznych taxonu ukazuje, Ze zatimco u nékterych taxonu (savci &i ptaci) je
rozmezi velikosti genomd pomérné malé, u jinych taxont (rostliny d&i
obojzivelnici) je rozmezi velmi Siroké, sahajici napf. u rostlin od 10’ do 10*
part bazi. Pfi pohledu na lidsky genom uvidime, Ze pouze 1,5% tvofi exony,
tedy casti genl kédujici proteiny, introny predstavuji asi 25% a zhruba
polovinu naSeho genomu tvofi rizné rodiny transposonu. Dokonce, nedavné
prace naznacuji, Zze pokud se pfisnost vyhledavani transposont v naSem
genomu snizi, pak transposony tvori az 70% lidského genomu.

Struktura a zivotni cyklus transposont

Jak si transposony muzeme predstavit? V dnesni dobé je znamo Siroké
spektrum rdznych rodin transposonu, o jejichZz terminologii a klasifikaci se
stale vedou v literatufe ¢€i na konferencich debaty. Nicméné pfi urcitém
zjednoduSeni mizeme fici, Ze existuji dvé hlavni skupiny transposonu —
retrotransposony a DNA transposony (obr. 1). Retrotransposony se Sifi po
genomech prostfednictvim molekul RNA mechanizmem retrotranspozice a
maji tudiz vzdy duplikativni charakter. Jejich genovou vybavu pfedstavuje gen
»gag” kdduijici strukturni protein tvofici viram podobnou &astici (VLP, virus-like
particle) a gen ,pol“, ktery kéduje nezbytnou enzymatickou vybavu — reverzni
transkriptdzu, integrazu, protedzu a RNazuH.
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Obr. 1: Schéma struktury retrotransposond a DNA transposonl a jejich Sifeni po
genomu.
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Kromé genu osahuiji retrotransposony regulaéni oblasti oznacované jako
dlouhé koncové repetice (LTR, long terminal repeat), misto vazby primeru
(PBS, primer-binding site) a polypurinové misto (PPT, polypurine tract), jez
jsou dllezité pro reverzni transkripci. Zivotni cyklus retrotransposonu pak
vypada tak, Ze se element nejprve prepiSe do RNA, ta se nasledné pfelozi do
proteind (gag, reverzni transkriptazy, integrazy) a soucasné je zabalena do
strukturnich proteini gag za vzniku virdm podobné ¢astice (VLP), kde poté
probiha reverzni transkripce za vzniku cDNA (obr. 2). Nasledné integraza
v€leni novou kopii elementu do nového mista v genomu. Druhou hlavni
skupinou jsou DNA transposony. DNA transposony se Sifi mechanizmem
yjmi a vloz“. Koéduji transpozazu, kterd se vaze na koncové obracené
repetice (TIR, terminal inverted repeat) a element vyStépi a vloZzi na jiném
misté genomu. Retrotransposony jsou dlouhé kolem 10 tisic pard bazi,
vyjimeéné pres 20kb, DNA transposony maji délku jen nékolik kilobazi.
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tranzkripce

t ranskripoe
t ranslace
chromosomy
m A
.- '.F:T
Tein
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Obr. 2: Schéma retrotranspozice — zivotni cyklus retrotransposondu.

Kde se v genomech transposony nachazeji

Podivejme se nyni, kde se vgenomu transposony nachazeji.
V soucasné dobé se prosazuje pohled na genom jako na ekosystém rliznych
elementl, kdy jednotlivé rodiny elementt obsazuji urité chromosomové niky.
Mezi transposony existuje celé spektrum vztahl od parazitismu pres kompetici
po kooperaci. Dokonce i kdyZz novy transposon vstoupi do nového genomu,
napf. horizontalnim genovym pfenosem, Ize pozorovat urcity vyvoj. Popisuje
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to pravidlo tfi ,K* (konflikt-kompromis-kooperace). Na po¢atku se transposon
maximalné amplifikuje a dojde ke konfliktu s hostitelskym genomem. Po
néjaké dobé hostitel aktivuje své obranné systémy, jako je zejména metylace
DNA a RNA interference, vysledkem ¢ehoz je uml€eni transposonu. Vytvofi se
jakasi rovnovaha sil (kompromis). V nékterym pfipadech pak muzZe dojit
k vyuziti transposonu pro funkci uzite€nou pro hostitele, kdy mluvime o tzv.
~,domestikaci“ transposonu (kooperace). Podivame-li se na obsah raznych
elementd v chromosomu, muZeme vidét, Ze v centromerach a subtelomeréch
se Casto nachazeji tandemové repetice (satelity). Jsou znamy i nékteré
transposony, které specificky obsazuji centromery ¢i subtelomery nebo se
specificky vélefiuji do heterochromatinu. Dfive se soudilo, ze urita specificka
lokalizace transposonu je spiSe néasledkem selekce, nyni se ukazuje, Ze
v mnoha pfipadech se jedna o cilené vé&lenovani (targeting) do urcitych oblasti
DNA ¢i typu chromatinu. Zajimava je i akumulace transposonud na
degenerujicim chromosomu Y. VétSina transposonu ale je rozptylena po
chromosomech viceméné rovnomérné. Naopak geny rozptyleny rovhomérné
nejsou, nybrz tvofi jakési shluky, ostrovy v mofi repetitivni DNA. Transposony
se Casto vclenuji do jinych transposonu, coZ asi souvisi stim, Ze takové
inzerce maji méné negativni dopad na hostitele.

Retrotransposony a davny sv.  ét RNA

Jaky je puavod transposon(? Zejména o retrotransposonech plati, Ze do
kteréhokoliv genomu se dukladnéji podivame, tam je najdeme. Jsou nejen
vSudypfitomné ale maji i konzervativni mechanismu své replikace. Dulezitou
roli pfi reverzni transkripci totiz hraji molekuly tRNA, povazované za jedny
z nejstarSich  biomakromolekul. Stfidani faze molekul DNA a RNA je
reminiscenci davného ,svéta RNA". Co je to ,svét RNA"“? NynéjSi biologické
systémy jsou zaloZeny na DNA jako mediu pro uchovani genetické informace
a na proteinech jako realizatorech genetické informace. AvSak DNA potiebuje
ke své replikaci proteiny a ty jsou zase kédovany molekulami DNA. Mame zde
problém slepice a vejce. ReSenim je pravé piedstava svéta RNA, podle niz
byly na pocatku jednoduché replikatory na bazi RNA, a z nich se v pribéhu
evoluce vyvinula slozitd biochemie zalozena na DNA, RNA a proteinech.
Nutno si uvédomit, Ze pfechod ze svéta RNA do dneSniho svéta DNA a
proteind stdle probihad. Cela plejada molekul RNA (snRNA, snoRNA,
guideRNA, aj.) je skryta ve spleti buné&nych procest a muze byt vnimana jako
relikty svéta RNA.

Funkce transposon U

Snad nejkontroverznéjSi ale i nejzajimavéjSi je otazka funkce transposonda.
Podle mého ndzoru vnimani transposonl velmi negativné ovlivnily dva ¢lanky
v ¢asopise Nature z roku 1980, jejimiz autory byly Orgel a Crick, resp. Doolittle
a Sapienza. Transposony Vv nich byly prezentovany jako pouhé parazitické
elementy, jejichz jedinym cilem je se maximalné amplifikovat bez ohledu na
prospéch pro hostitele. Od té doby se vSak nahromadilo mnoho informaci

v v s

tykajicich se nejriznéjSich aspektu Zivota transposonu. V poslednich letech se
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stale jasnéji ukazuje, ze transposony jsou Kklicovymi hraci struktury a
fungovani genomu, davajici genomum silny evoluéni potenciél. Primarné jsou
transposony parazitické elementy, které maji mnohdy negativni vliv na
hostitelsky genom. Vyplyva to z jejich inherentni schopnosti se amplifikovat a
Sifit po genomu. Jednéa se o endogenni genomové mutageny, stochastické ale
regulované. Svymi inzercemi zpusobuji také fady chorob. Jak jiz bylo feceno,
genom ma obranné mechanizmy branici Sifeni transposonu, mezi néz patfi
zejména metylace DNA a RNA interference. Oba mechanizmy dnes slouzi
zejména jako nastroje regulace genové exprese, puvodné vsak ziejmé vznikly
jako nastroje obrany proti endogennim i exogennim parazitickym sekvencim
DNA. Ulohu metylace DNA v uml&ovani transposont ilustruje elegantni
experiment, kdy byl vnesen retrotransposon Ttol z tabdku do arabidopsis.
Transposon se zacal v arabidopsis rychle amplifikovat az do té doby, nez byl
"zametylovan”. Védci Sli vSak dale a zkfizili tuto arabidopsis s mutantem, ktery
mél poruchu v metylaci. Stalo se to, co védci o¢ekavali — transposon se opét
zacCal amplifikovat.

Vliv transposonu na fenotyp

Transposony maji ¢asto znacny vliv na fenotyp. U rostlin jsou znamy pfiklady,
kdy jediny skok transposonu zméni barvu nebo tvar kvétu &i plodu. Napfiklad
barva hroznl vina zavisi na v€lenovani a vyclenovani retrotransposonu Gretl
do promotoru genu Vvmybl. V zavislosti na tom, jak velky Usek tohoto
retrotransposonu v promotoru zlstane, pak maji hrozny barvu od svétle
zelené az po tmavé modrou. Jinym pfikladem je zbarveni mysi srsti, kde hraje
roli dokonce epigeneticky stav transposonl. MySi mutanti ,Agouti“ maji Zluté
zbarveni srsti. Ruzny stupen metylace DNA transposonu IAP, ktery se nachazi
pfed genem Agouti, pak vede krdznému stupni exprese genu Agouti.
Vysledkem je celé spektrum barev srsti od Zluté az po standardni Sedou.
Dokonce i Gregor Mendel mél co do €inéni s transposony. Ukazalo se, Ze
zvrasnéni semen hrachu, jeden ze znaku s nimiz pracoval (lokus rugosus), je
disledek inzerce transposonu do genu pro metabolismus Skrobu.
Transposony jsou pravdépodobné zodpovédné za vyznamnou Cast variability
lidské populace. ZpuUsobuji také nékteré lidské nemoci. Nedavné studie
ukazuji, Ze v mnoha burkach je transkribovana vétSina lidského genomu.
Z toho plyne, Ze je transkribovana i vétSina transposonu tvoficich asi polovinu
genomu. V rakovinnych burnkach dochazi k hypometylaci DNA, coz ma za
nasledek aktivaci ruznych transposonud, zejména Alu a LINE elementu, jez
novych mist v genomu véetné napfiklad tumorsupresorovych genl. Aktivita
transposonu zvysi i Cetnost rekombinaénich pfestaveb genomu. Nedavné
studie pravé naznacuji, Zze pfi¢inou naddorového bujeni a starnuti jsou spise
celogenomové zmény nez urcité konkrétni lokalni mutace. Zajimavy je i fakt,
Ze vazebné misto tumorsupresorového proteinu p53, oznacovaneho jako
,StrdZzce genomu®“, je odvozené z transposond.
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Pozoruhodnou vlastnosti transposonlt je jejich schopnost byt aktivovan
stresem, coz je zietelné zejména u rostlin. Bylo prokadzano, Ze sucho, UV
zafeni, posSkozeni, kultivace in vitro, napadeni patogenem a jiné faktory
aktivuji transposony. Stres, aktivace transposonu a nasledné rozkolisani
genomu umozni nékterym potomkum lepSi adaptaci na zménéneé prostfedi. Je
otazkou, zda-li vtomto kontextu pohlizet na transposony jako na ,3kadce*,
ktefi vyuziji doCasného oslabeni hostitele a aktivuji se, nebo naopak jako na
~pomocniky”, ktefi svoji aktivitou zvysi variabilitu a tudiz adaptaéni schopnosti
hostitele. Je ale jasné, Ze dulezitou roli v aktivaci transposonu stresem hraje
epigeneticky kod, ktery citlivé a reverzibilné reaguje na zmény prostfedi.
Vezmeme-li v Gvahu, Ze uvedené genetické zmény zplsobené transposony a
indukované prostiedim jsou dédi¢né, pfipomina to mySlenky Jeana Baptiste
Lamarcka o dédi¢nosti ziskanych znakud. DalSi dimenzi tomu dava i fakt, Ze
v€leniovani transposonu je ¢asto cilené do specifickych genomovych nik.

Domestikace transposont

JiZz bylo fe€eno, Ze stéle pfibyva prikladu tzv. ,domestikace” transposonu, kdy
genom vyuzil tyto elementy pro funkci prospésnou pro hostitele. Mnohdy jako
by ,odpadni DNA"“ byla recyklovana za vzniku ,zlatych cihli¢ek fungovani
genomu. Uvedme alespon par pfikladld. Konce chromosom, telomery, chrani
u vétSiny druhd uréité opakujici se sekvenéni motivy (napf. TTAGGG u
Clovéka). U drozofily tyto tandemové repetice nebyly nalezeny. K pfekvapeni
védcl se ukazalo, Ze konce chromosomu u drozofily chrani retrotransposony
dvou rodin (Het-A a TART) specificky skakajici na konce chromosom. DalSim
pfikladem domestikace je protein CENP-B vazici se na centromery a hrajici
kliCovou roli pfi buné&ném déleni. CENP-B ma homologii s transpozazou DNA
transposonu, zniz se zfejmé& vyvinul. Snad nejznaméjSim prikladem
domestikace transposonll je davan do souvislosti s imunitnim systémem
obratlovcl. Pfi tvorbé protilatek dochazi k tzv. VDJ rekombinaci. Uk&zalo se,
Ze mechanisticky je VDJ rekombinace velmi podobna vyclefiovani a
v€lenovani DNA transposonu a také, Ze kliovy protein VDJ rekombinace -
Ragl - vznikl z transpozazy.

Snad nejvyznamnéjSi prikladem vyuZiti transposonud pro hostitele je jejich role
pfi vytvareni regulaénich siti buniky. Pokud se totiz transpozaza preméni
napfiklad v transkripéni faktor a zachova si schopnost vazat se na
transposonoveé sekvence, pak muzZe regulovat expresi mnoha gendu, v jejichz
blizkosti se pfibuzné transposony nachazeji. Existuje mnoho transkripénich
faktorll obsahujicich DNA vazebnou doménu odvozenou z transpozazy DNA
transposont. Casto se jedné o chimerické geny obsahuijici jesté dalsi domény.
Pfikladem muzZe byt gen Setmar vznikly ztranspozazy a histon-
metyltransferazy. VySe uvedeny typ regulace maze fungovat nejen na uUrovni
transkripéni ale i posttranskripéné nebo dokonce i s vyuzitim malych molekul
RNA — microRNA — odvozenych z transposond. Timto elegantnim zplsobem
se transposony podileji na vytvafeni a modulovani slozitych regula¢nich siti,
kdy je mozné efektivné a v koncertu regulovat expresi mnoha gend.
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Chimerické geny mohou vznikat i c&innosti nedavno objevenych DNA
transposonu, tzv. helitrond. Helitrony se Sifi po genomu mechanismem otacivé
kruznice a maji unikatni schopnost ,sbirat* geny. Byly nalezeny helitrony
obsahujici fragmenty az 12 rlznych gend. Mozna, Ze zde vidime v akci
mechanismus tvorby novych genu, kdy Ize kombinovat exony a jim
odpovidajici proteinové domény za tvorby nové kvality.

Transposony a speciace

Nedavna publikace v Casopisu Science ukazala, Ze kratkonohost
(chondrodysplasii) u psu zpUsobilo vélenéni retrogenu fgf4 do tésné blizkosti
LINE elementu, coz zménilo expresi genu fgf4. Jedina evoluéni udalost tak
vedla k zasadni zméné fenotypu. Odtud jiZz neni daleko k reprodukéni izolaci a
speciaci. Uloha transposontl ve speciaci byla silné podpofena i praci, ktera
ukazala, Ze oddélovani evoluénich vétvi v linii vedouci k primatim korelovalo
s explosivnimi  amplifikacemi raznych rodin transposond. Amplifikace
transposonu (a pravdépodobné nasledné prestavby) vzdy predchazely
speciacim. Zajimavé jsou i studie retrotransposoni BARE u jeCmene
pochéazejiciho z tzv. ,Evoluéniho kanonu“ v lzraeli. Tam bylo zjiSténo, ze
rostliny na svahu obraceném k jihu obsahuiji tfikrat vice BARE elementl nez
populace na protilehlém svahu. Sucho a teplo jako stresor pravdépodobné
zpusobily takto velké rozdily v €etnosti transposond. Ani odtud neni daleko ke
speciaci. Transposony hraji také roli pfi opacném procesu, pfi mezidruhové
hybridizaci, kdy doch&zi k naruSeni jejich umi€eni a aktivaci u mezidruhovych
hybridu.

Hranice druhu pFfekonava tzv. horizontalni genovy pfenos (HGT,
horizontal gene transfer), ktery vyznamné pfispiva k dynamice genomu. Nejen
geny, ale i transposony mohou byt pfeneseny horizontalné z druhu na jiny
druh. Mluvi se i o souvislosti sexuality a transposonl. Dokonce o tom, Ze
druhy byly k sexualité ,donuceny“ transposony, nebot infiltrace do novych
.panenskych” druhu je pro parazitické elementy vyhodna. Skute¢né bylo
ukazano, ze druhy s vyraznéjSi sexualitou (cizosprasné oproti samosprasnym
¢i asexudlim) obsahuji agresivnéjSi typy transposonu, napf. duplikativné se
mnozici retrotransposony oproti méné Skodlivym DNA transposonum.
Pfekonavani mezidruhovych bariér a horizontalni genovy pfenos jsou bézné u
prokaryot, kde se nékdy mluvi o spole¢ném ,rybniku gent*, v némz si bakterie
pujcuji geny podle své momentalni potfeby. Horizontalni pfenos je ale bézny i
u eukaryot, jak ukazuje fada nedavnych studii. SpiSe nez o stromu Zivota
bychom méli mluvit o pavuciné Zivota, kde pfirodni genetické inzenyrstvi je
velmi Casté a to dokonce i mezi zna¢né vzdalenymi druhy.

Zaver

Snad je tedy zfejmé, ze transposony nejsou jen parazitické sekvence
DNA, ale Ze se jedna o dulezité hrace evoluce genomu. Paradigma se méni.
Novy pohled na transposony je jednim z pilifd postneodarwinistickych
pfedstav. Zkusme se podivat na transposony jako na bodovou mutaci. Je
Skodliva nebo uzite€na? Bez zmény neni evoluce. Transposony se podileji na
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tvorbé novych gend, napomahaji pfestavbam genomu, vytvareji regulacni sité,
kdyz sk&cou vedle genl kde pak funguji jako regulatory exprese. Nékdy se az
zd4, Ze si transposony pretvareji genomy k obrazu svému jako idealni misto
pro sveé prezivani. Nicméné, spiSe jde o krasnou ukazku logiky evoluce, ktera
jde cestou zaplatovani a vyuziva pfitom vSe, co ma po ruce, tfebaze jsou to
puavodné parazitické elementy. Co je ale naSe a co je cizi. Neexistuje prece
néjaké ,oni* parazité a ,my“. Vzdyt i naSe transposony jsou nasi
neoddélitelnou soucasti.

Literatura

Orgel LE and Crick FH (1980) Selfish DNA: the ultimate parasite. Nature 284,
604-607.

Doolittle WF and Sapienza C (1980) Selfish genes, the phenotype paradigm
and genome evolution. Nature 284, 601-603.

Biemont C and Vieira C (2006) Junk DNA as an evolutionary force. Nature
443, 521-524.

Feschotte C (2008) Transposable elements and the evolution of regulatory
networks. Nat Rev Genet 9, 397-405.

Parker HG et al An expressed fgf4 retrogene is associated with breed-defining
chondrodysplasia in domestic dogs. Science 325, 995-998.

Doc. RNDr. Eduard Kejnovsky, CSc. (e-mail:
kejnovsk@ibp.cz, tel 541517203) je vyzkumnym
pracovnikem Laboratofe vyvojové genetiky rostlin
Biofyzikalniho Ustavu AVCR, v.v.i. v Brn&. Specializuje se
na problematiku dynamiky genomu, evoluce pohlavnich
chromosomu a biologii transposon.

79



Perli €ky ze Skolnich lavic

Vyroky zkouSenych studentu tak, jak je zaznamenal béhem své pedagogicke kariery
na Biologickém ustavu Lékarské fakulty MU (dfive UJEP) prof. MUDr. Jan Smarda,
DrSc.

"U pralidi byla Zena hlavnim stavebnim kamenem tlupy"

*kk

"Jedinci paterni generace byli homozygotni"

*kk

"Pardon, ja se Spatné vyradila".

*kk

(PFi probirani dédi¢nosti Downova Syndromu): "Plvodné se tato choroba
jmenovala mongolismus, ale mongolska vlada proti tomu protestovala, a tak
se ji ted fika choroba Darwinova".

*kk

"Kdyz Pavlov rozsvitil svétlo a nepfinaSel zradlo, pes mu zase neslintal".

*kk

"Mendel nevédél nic o genetice, jen urcité zaklady".

*kk

"Darwin byl prvni, kdo podal spravné zpravu o pribéhu ovulace".
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