


Zapis ze sch uze vyboru Genetické spole ¢€nosti Gregora Mendela konané dne
20. 11. 2013 v Brn & v Univerzitnim kampusu v Bohunicich

Pfitomni: Doskar, Kocova, Masek, Nedvera, Relichova, Seda, Smarda, ZadraZil,
Dostal (jako host)

Omluveni: Knoll, Malachova, Miadokova, Slaninova, Tomaska, VojtiSkova, Zeleny
Program schdze:
1. Zahajeni a kontrola zapisu z minulé schlize vyboru

2. Informace o &innosti, dalSim rozvoji a pfipravovanych aktivitach Mendelova
muzea v Brné (feditel muzea Mgr. Ondrej Dostal, Ph.D.)

3. Priprava obsahu dalSiho cisla IL

4. Informace o stavu ¢lenské zakladny

5. Informace o stavu pfihlaSek do soutéZze o Cenu GSGM v roce 2014
6. Pfiprava konference GSGM v roce 2014

7. ROzné

ad 1) Schuzi zahajil prof. DoSkar, ktery uved! jednotlivé body programu a konstatoval,
Ze veétSina ukold byla splnéna, nékteré trvaji a jejich plnéni bude pribézné
kontrolovano. Chybi aktualizovany seznam slovenskych ¢&lenl spoleénosti, prof.

Smarda opakované& pravem apeluje na vy3si aktivitu pFi zasilani pfispévka do IL a
stale ne zcela uspokojiva je moralka placeni ¢lenskych prispévku.

Poté prednesl prof. Doskaf zZadost dr. VojtiSkové o uvolnéni z vyboru GSGM a z
funkce tajemnika spole¢nosti. Uvedl duvody, které vedly dr. VojtiSkovou k tomuto
rozhodnuti s tim, Ze nadale zlstane ¢lenkou spole¢nosti a bude se podle mozZnosti
Ucastnit akci spolecnosti. Vyjadril jménem vyboru podékovani za ¢innost, kterou dr.
VojtiSkova pfispivala k plynulému chodu schuzi vyboru a k &innosti celé spole¢nosti.
Popral ji hodné zdravi a osobni pohody v dalSich letech. V této souvislosti navrhl
prof. DoSkaF povéfit do konce volebniho obdobi funkci tajemnika spolecnosti dr.
Kocovou, kterd dosud Uzce spolupracovala s dr. VojtiSkovou pfi aktualizaci ¢lenské
zakladny. Pfitomni ¢lenové vyboru i M. Ko€ova s navrhem souhlasili.

ad 2) Dr. Dostal seznamil ¢leny vyboru s €innosti a aktivitami Mendelova muzea.
Predlozil navrh ,Memoranda o spolupraci“ mezi Mendelovym muzeem a Genetickou
spole¢nosti Gregora Mendela, v némz jsou specifikovany oblasti mozné spoluprace.
Pro obé& smluvni strany nevyplyvaji z Memoranda zadné vzajemné finan¢ni naroky.



Spoluprace se bude tykat zejména sdileni programu a aktivit a bude zaloZzena na
vzajemné informovanosti v oblastech zajmu. Memorandum bude uzavieno na dobu
neurgitou. Clenové vyboru souhlasili s podpisem memoranda a s navazanim uzsi
spoluprace s Mendelovym muzeem. Dr. Dostél nabidl prostory muzea pro poradani
vybranych akci a pro konani pravidelnych schuzi vyboru GSGM. Dale navrhl vstupné
do Mendelova muzea zdarma pro ¢leny nasi spole¢nosti.

ad 3) Opét byla velmi kladné hodnocena vysoka uroven IL a maximalni usili, které
pripravé a koneéné podobé& vénuje prof. Smarda. Pro daldi &islo neobdrzel zatim
Zzadné pfispévky a zastupci LF a PFF UK slibili posoudit autoreferaty uspésné
obhajenych doktorskych dizertacnich praci a oslovit pfipadné vhodné autory o
souhlas a dodani pfisluSnych materiald. Je rovnéz Zadouci posilat prispévky o
planovanych a pofadanych akcich, vyroCich a dalSich udalostech, které by mohly
zajimat ¢lenskou zakladnu (zodpovidaji Seda, Masek, termin do konce listopadu).

ad 4) Od minulé schGze vyboru byl aktualizovan stav &lenské zékladny z CR.
Aktualni seznam ¢&lend bude predan prof. Knollovi ke zvefejnéni na webovych
strankach spole¢nosti (zodpovida Knoll, Ko¢ova). Stale trva poZzadavek aktualizace
slovenské clenské zékladny (zodpovid4d Slaninova). Na webové stranky budou
doplnény chybgjici zapisy ze schizi vyboru a IL (zodpovida Knoll).

ad 5) Vybor obdrzel prozatim jednu pfihlasku do soutéze o cenu GSGM s uzavérkou
na konci dubna 2014. Opét bylo konstatovano, Zze maly zajem o soutéz ziejmé
prameni z nedostatec¢né informovanosti o této akci i presto, Ze v IL byla publikovana
vyzva k Ucasti v soutézi. Dr. Zeleny nabidl v minulosti pomoc pfi propagaci této akce
prostfednictvim M.G.P. Zlin a bude pozadan o pomoc pfi pfipravé informaéniho
letaku, ktery by pomohl uvést tuto akci do SirSiho povédomi mladych ¢&lend
spole¢nosti (zodpovida Doskar, Zeleny).

ad 6) PFfitomni clenové vyboru z Prahy informovali o stavu pfiprav genetické
konference v roce 2014. Byly pfedstaveny nékteré z navrhovanych lokalit, vybranych
pro konani konference, vcetné finan¢nich kalkulaci. Vybor souhlasil sterminem
konani, ktery byl stanoven na 24. — 26. 9. 2014 a pfiklonil se k navrhu uskutecnit
konferenci v konferenénim komplexu FLORET v Prahonicich u Prahy. Byly
predstaveny prostory tohoto komplexu a naklady, spojené s konanim konference. Byl
podan navrh kombinovat na konferenci vybrané zvané predndsky s pfispévky
mladych védeckych pracovniki a studentu, se kterym &lenové vyboru souhlasili a
konstatovali, ze program je plné v kompetenci povéfenych organizatort. Byl vznesen
pozadavek na pomoc pfi oslovovani potencialnich sponzori konference z fad
dodavatelskych a spolupracujicich firem, které budou mit pfilezitost Gcastnit se
konference a predstavovat svoje produkty. Clenové vyboru pfislibili v tomto sméru
maximalni pomoc. Vybor zhodnotil dosavadni pfipravy konference jako uspokojivé a
doporuduje v pfipravach pokracovat. Na pfisti schizi vyboru budou upfesnény dalSi
detaily (zodpovidaji Kogova, Masek, Nedvera, Seda, ZadraZil).



ad 7) KoCova podala navrh na zvyseni ¢lenského pfispévku, ktery je fadu let beze
zmény ve vySi 150,- KE. Navrh byl diskutovan a zména bude navrzena ke schvaleni
Clenské z4kladné na konferenci 2014.

Dale se diskutovalo o zplGsobu osloveni vybranych firem pro sponzorovani
konference, o formé jejich Ucasti a prezentace na konferenci a dalSich detailech
spojenych s pripravou konference.

Zapsala: M. Ko¢ova

VYZVA  SoutéZ o Cenu GSGM v roce 2014

Vazené kolegyné a kolegové,

v zafi 2014 se uskutecni geneticka konference v Praze, jejiz nedilnou soucasti je
prezentace odbornych vysledkd studentd a mladych védeckych pracovnikd. Vybor
GSGM pfi této pfilezitosti vyhlasil jiz paty ro€nik SoutéZze o cenu GSGM dotovanou
spole¢nosti M.G.P. s.r.o. Zlin finanéni ¢astkou 2000 EUR. Statut Ceny GSGM a
veSkeré dalSi informace jsou k dispozici na internetovych strankach spole€nosti
(www.gsgm.cz).

Vybor vyzyva vSechny své Cleny a dalSi pedagogické a védecké pracovniky, aby
podpofili u¢ast svych mladSich kolegl v soutézi o cenu GSGM, kterym se tak nabizi
moznost ziskat prestizni ocenéni GSGM a prezentovat vysledky své vyzkumné
¢innosti na genetické konferenci.

Prihl&sky do sout éZe se pfijimaji do 30. dubna 2014 na adrese:
Vybor Genetické spole€nosti Gregora Mendela

Ustav experimentalni biologie

Prirodovédecka fakulta Masarykovy univerzity

Kotlarska 2

611 37 Brno

Vybor GSGM



ZPRAVA O STAVU HOSPODA RENi GSGM K 30. 9. 2013 ZA CR

Zustatek k 30. 9. 2012 26674,88 K ¢
Z toho na udtu KB 23832,88
v pokladné 2842 ,-
Zustatek k 30. 9. 2013 28160,00 K ¢
z toho na udétu KB 25521,00
v pokladné 2639,00

Zpracoval: AleS Knoll

VYUCTOVANIE HOSPODARENIA GSGM K 30. 9. 2013 ZA SLOVENSK O

Zostatok k 30. 9. 2012 1311, 67 EUR
Z toho na udte Tatra banka 1237,29 EUR
v hotovosti 74,38 EUR
Prijmy
Clenské prispevky 71,00 EUR
Vydaje
poplatky banke za vedenie uc¢tu 53,07 EUR
jiné vydaje 3,50 EUR
Zostatok k 3. 9. 2013 1326,10 EUR
z toho na udte Tatra banka 1245,20 EUR
v hotovosti 80,90 EUR

Spracovala: Miroslava Slaninova



RECENZE

Pravé vysla nova kniha o Mendelovi

Jan Klein, Norman Klein

Solitude of a Humble Genius — Gregor
Johann Mendel: Volume 1. Formative
Years. Edited by Paul Klein.

Springer, 2013, 407 stran, 86 ilustraci
ISBN 978-3-642-35253-9

Jan Klein - Norman Klein

Solitude of a
H Anna Matalové
Humble Gemus Moravské zemské muzeum, Zelny trh 6,
- Gregor Johann 659 37 Brno
Mendel: Volume 1
Formative Years Dvousvazkova monografie profesora Jana

Kleina, ze které vySel prvni dil, pfekonava
vSechny biografické knihy, které dosud o
Mendelovi vySly. Zagind starym Reckem a
vysvétluje, kde se moderni genetika setkava s
Aristotelem a jak do toho vSeho zapada
Mendel. S pocitem soundleZitosti predstavuje
Moravu a Slezsko, aby dopodrobna zachytil Mendelovo rodisté, jeho pfedky, rodice,
sourozence a jejich zivot na zemeédeélské usedlosti a také &tvero ro¢nich obdobi na
Kravarsku v té dobé.

Z Hyn¢ic provazi Mendela na studia do Lipniku, na gymnéazium do Opavy a na
Filozoficky ustav do Olomouce. DalSi soubor podrobnych informaci a zajimavych
souvislosti uvadi v souboru o Brné a Augustinianském fadu sv. ToméSe na Starém
Brné, kde Mendel fyzicky i psychicky ztroskotdva hned v zadatcich své pastoracni
¢innosti. Ty, kdo se zabyvaji Mendelem, prekvapi Sitka zabé&ru tématu a jasnost,
s jakou jsme vtaZzeni do pfibéhu. Autor svym systémovym usporadanim dat
usnadriuje rychlé vyhledavani konkrétnich (daju Mendelova Zivota. Jen tak
mimochodem kniha podava cenné nélezy, ale skromné je necha plynout
v mohutném toku dat. V Brné kniha zajisté vyvola utlumeni rychlokvasSnych a radoby
objevnych indicii o Mendelové Zivoté, které se objevuji v poslednim desetileti.
Musime si uvédomit, Zze Mendellv odkaz v Brné systematicky a dlouhodobé rozvijeli
Zidé, Némci a CeSi na vysoké Grovni. V souasné Evropé je nutné Mendela
interpretovat nové v mnohovrstevném védeckém a kulturnim kontextu. Data se
neméni, méni se to, do jakych novych kontext vstupuiji.

@ Springer
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Jako znalec selského Zivota prof. Klein chape hloubku Mendelovy touhy po
svobodé, ktera ho pfivedla mezi revolucionare vroce 1848. Mendelovo osobni
nasazeni pfi ziskavani vzdélani pro sebeuplatnéni v osobnim Zivoté jako ucitele
fyziky a pfirodovédy soucasné odhaluje poméry ve Skolstvi v monarchii. Pozndme,
kdo vladl, kdo poslouchal a kdo se boufil, kdo tvofil a odkud bral inspiraci, kdo
podléhal utopiim a kdo je odmital, kdo byl posledni, ale stal se prvnim, kdo byl
v pravy €as na pravém misté, i kdyZ nevédél, co ho Ceka. Ze svétového hlediska se
vSichni radi podivame, jaké misto ma v Evropé MendellGv rodny kraj, kdo byli a ¢im
se zivili jeho obyvatelé, kdo byli Mendelovi sousedé, v co Véfili a jak si vysvétlovali
svét. J. Klein vyplnil dokonce i bilA mista spojena s Mendelovym vstupem
do klastera, o kterém se dlouho pfevazné micelo, o dopadech revoluéniho roku 1848
na zivot v klastefe a zménach, které revoluce vyvolala a které Mendela pozitivné
zaséhly. Prvni dil kon¢i Mendelovym studiem na univerzité ve Vidni a ziskdnim mista
suplujiciho profesora na vysSi statni realce, se kterou jsou spojeny ambice
svobodnych zednafll. Kazdy z Sesti mysSlenkovych okruht (fecky pohled na
dédi¢nost, sex a druh; Mendelova zkouSena vlast - Slezsko a Morava; détstvi na
zemeédélské usedlosti; Mendelova ucednicka léta; slib vérnosti; marna snaha o
ziskani profesury) je opatfen bohatymi poznamkami, literarnimi odkazy a
vysvétlivkami. Velkym pfinosem pro knihu jsou kresby Normana Kleina, které
pfinaseji portréty osobnosti, budov a mist spojenych s Mendelovym Zivotem.

Profesor Jan Klein je aktualné predsedou [ ‘Mm ’lf""'f"ﬂ'[! ”} l.
mezinarodniho tymu expertll podilejicich se na [Mtks - - 3
vybudovani Mendelianum Centre v Biskupském dvore ;
u Zelného trhu vramci Moravskeho zemského
muzea, které muselo vyklidit své Mendelianum ve
starobrnénském klastefe v roce 2000. Prof. Jan Klein
se narodil vmalé slezské visce nedaleko
Mendelovych Hyncic. Stejné jako Mendel vyristal na
zemédeélské usedlosti a chodil do gymnéazia v Opavé.
V dobé lysenkiady hajil Mendelovu praci a zasazoval
se 0 podporu Mendeliana i v dobach své emigrace.
Donedavna byl nejcitovanéjsim ceskym védcem a
jeho objev histokompatibilniho komplexu byl navrzen na Nobelovu cenu. Svou
Mendelovu monografii vénoval Mendelianu Moravského zemského muzea, na jehoz
padé vznikla také Geneticka sekce Ceskoslovenské biologické spoleénosti, sou¢asna
Geneticka spole¢nost Gregora Mendela.

PhDr. Anna Matalovd je dlouholetou pracovnici Mendeliana
Moravského zemského muzea v Brné. Pusobila zde od jeho
zaloZeni a po roce 1989 az do odchodu do duchodu jako vedouci.
Aktualné se vénuje predevSim realizaci centra Mendelianum -
atraktivni svét genetiky.




Nobelovska vyro €i a véda v akci 2013

Eva Matalova

Ustav Zivogisné fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i., Vevefi 97, 602 00 Brno

Podzim je obdobim, kdy jsou kazdoro¢né vyhlaSovany Nobelovy ceny. Za
fyziologii/medicinu ji letos v prosinci pfevezmou James E. Rothman, Randy W.
Schekman a Thomas C. Sudhof. Ocenén byl pfinos téchto védcl v oblasti objasnéni
mechanismu regulujicich transport vezikult v bunkach.

Prof. James E. Rothman (Yale University, USA) v osmdesatych a
devadesatych letech minulého stoleti studoval Zzivoc€iSné bunky z hlediska
mechanismu transportu latek a jejich exportu z bunék. Objevil proteinovy komplex,
ktery umoznuje pohyb vezikul (vackd) s latkou k cytoplazmatické membrané a jejich
fuzi nasledovanou vylou€enim latky do extracelularniho prostoru. Soucasné zjistil, Ze
tento mechanismus je specificky a vatek s danou c&asti membrany musi byt
komplementarni (zamek-kli€). Tento mechanismus je zésadni napf. z hlediska
vylou€eni aktivni latky (napf. hormonu) do odpovidajiciho regionu tkané.

Prof. Randy W. Schekman (University of California, Berkeley, USA) studoval v
sedmdesatych letech genetické zaklady pro tvorbu vezikul v bunkach a jeji fizeni.
K experimentim pouzival buriky kvasinek s genetickym defektem, ktery vedl k
poruse tvorby vezikul. Uréenim poSkozenych genu byly definovany tfi skupiny gend,
které Fidi procesy urcujici, jak bunka vytvari transportni vacky a jak se tyto pohybuiji
uvnitf bunék. Uvedené poznatky maji zasadni vyznam pro funkce zdravého
organismu a jejich defekty se podileji na onemocnénich (napf. diabetes, nékteré
formy epilepsie).

Prof. Thomas C. Sudhof (Stanford University, USA) se zajimal o komunikaci
nervovych bunék. Navazal na poznatky, Ze neurotransmitery se na synapsich
vylucuji z transportnich vacku, které se oteviraji pouze, je-li dana burika aktivovana v
ramci nervové sité. V devadesatych letech zacal s vyzkumem tohoto mechanismu a
identifikoval molekuly, které za pfitomnosti vapenatych iontd spoustéji presun vezikul
k membrané a vyprazdnéni jejich obsahu do synaptické Stérbiny.

Mendelianum MZM Brno ve spolupraci s UZFG AV CR, v.v.i. v Brné v letoSnim
cyklu Nobelovska vyroCi a véda v akci predstavilo nejenom novou Nobelovu cenu,
ale pfipomnélo také vyro€i dalSich ocenénych objevu s Sirokym celospolecenskym
dopadem. V letoSnim roce byl pfipomenut zejména objev restrikénich enzym a dalsi
souvisejici poznatky, které nastartovaly éru klonovani, sekvenovani a mapovani
genomu. Za objev restrikénich enzym0 a jejich aplikaci v problematice molekularni
genetiky ziskali Nobelovu cenu za fyziologii/medicinu v roce 1978 Werner Arber
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(Svycarsko), Daniel Nathans (USA) a Hamilton O. Smith (USA). Zahdjeni této
revolucni etapy molekularni biologie vS8ak nebylo snadné, napf. Svédska televize po
zverejnéni laureatd Nobelovy ceny uvedla, Ze ,jejich metody oteviraji moznost
kopirovat lidi v laboratofich, vytvaret genialni bytosti, vyrobit spousty pracovnich sil
nebo také vytvofit kriminalniky*.

Cesta k nobelovskému ocenéni zacala jiz v roce 1962, kdy Werner Arber
nalezl enzymaticky systém, ktery umoznuje bakteriim rozeznat cizi DNA a znicit ji,
zatimco soucasné modifikuji svou vlastni DNA, aby zabranily autodestrukci.
Nasledné W. Arber, S. Linn, M. Meselson a R. Yuan (Harvard University) izolovali
extrakt z Escherichia coli, ktery efektivné rozkladal DNA fagl. Tento extrakt
obsahoval prvni zndmou restrikéni endonukleazu, kterd rozeznavala a Stépila
specifickou sekvenci v DNA. Fenomén restrikénich modifikaci jako néstroj
molekularni biologie vSak nebyl pfilis efektivné vyuzit az do roku 1970, kdy H. Smith
a K. Wilcox (Johns Hopkins University) izolovali enzym z Haemophilus influenzae.
Enzym nazvany Hindll nevykazoval modifikacni aktivitu a byl schopen Stépit DNA
pfesné v misté, které rozeznaval. Prvni restrikCni endonukleazy vSak nebyly
prakticky vyuzitelné, jelikoz Stépily DNA daleko od mista, které byly schopny
rozeznat. D. Nathans (Johns Hopkins University) jako prvni ukazal Sirokou
pouzitelnost restrikénich endonukleaz ve spojeni s gelovou elektroforézou. PouZil
enzym Hindlll pro Stépeni purifikované DNA malého viru, ktery infikuje opice (SV40).
Nasledné pouZil elektroforézu pro separaci fragmentt na zakladé jejich velikosti a ze
ziskanych vysledku vytvofil restrikEni mapu viru. Podobné vyuZziti restrik&niho Stépeni
DNA molekuly pro tvorbu restrikCnich map bylo vyuZzito pfi mapovani lidského

genomu.
Ve dnech 7. a 8. listopadu 2013 se na Ustavu Zivogisné fyziologie a genetiky
AV CR, v. v. i. mohli zdjemci seznamit s aktualnim vyzkumem a metodami

molekularni biologie, ale také si je pfimo v laboratofich vyzkouSet. Z dlvodu zajisténi
"hands-on experience" byla akce oteviena pro limitovany pocet 100 ucastniki
rozdélenych do ¢&tyf skupin. O velkém zajmu vypovida i fakt, Ze registrace byla
obsazena bezprostfedné po jejim otevieni.

Materialy k akci Nobelovska vyroCi a véda v akci 2013 jsou dostupné na
www.mendelianum.cz stejné jako fotogalerie a informace o dalSich aktivitach
Mendeliana MZM Brno, které je jedinou védeckou instituci zkoumajici a rozvijejici
odkaz JGM u nas, a to jiz pfes padesat let. Genetické pfibéhy na pozadi Nobelovych
cen jsou pfipravovany i pro navstévnické centrum Mendelianum-atraktivni svét
genetiky, které bude dostavéno v pfistim roce. Vice info: www.mendelianum.cz

Prof. RNDr. Eva Matalova, Ph.D. (e-mail: matalova@iach.cz) je
védeckou pracovnici Ustavu  zivog&isné fyziologie a genetiky
Akademie v&d CR, v.v.i., profesorkou na Fakult& veterinarniho
|ékarstvi Veterinarni a farmaceutické univerzity Brno a spolupracuje
s Mendelianem MZM, nyni zejména na projektu Mendelianum —
atraktivni svét genetiky.




Vystava Mendelovo Brno na Mendelov & univerzit &

Tomas Urban

Ustav morfologie, fyziologie a genetiky zvifat, Agronomicka fakulta, Mendelova
univerzita, Zemédélska 1, 613 00 Brno

Mendelianum Moravského zemského muzea v Brné ve spolupraci s partnery
pfipravilo putovni vystavu o historickych mistech v Brné, ktera pfipominaji vSestranné
puasobeni J. G. Mendela. V letoSnim roce hostila vystavu Mendelova univerzita, ktera
ji umistila do nové otevieného pavilonu X. Vystava dokumentuje Mendelovu €innost
od jeho pfichodu do Brna v jeho 21 letech a vstupu do augustinianského fadu sv.
Tom&se na St. Brné. Mendelovo plsobeni viak zdaleka nebylo omezeno na uzky
prostor klastera, ktery mu poskytoval pfedevsim materialni zazemi, jak o tom piSe ve
vlastnim Zivotopise z roku 1850. Jako pfirodovédec se Mendel realizoval v mnoha
smérech. Prvni odborné zkousky skladal z rostlinné a zZivoc€isSné vyroby, ovocnérstvi a
vinafstvi. Smérodatnym bylo pfedevSim jeho védecké zapojeni do vyzkumného
programu ucené Hospodarské spolecnosti, ktera byla vté dobé povazovana za
védeckou akademi pro Moravu. Do €innosti Hospodarské spole¢nosti se Mendel
zapojil po svém néavratu z Vidné, kde se vénoval studiu experimentalni fyziky a
pfirodnich véd. Svym zaméfenim se Hospodarska spole€nost vénovala oborim,
které jsou rozvijeny na vysoké Skole zemédélské: zemédélstvi, lesnictvi,
zahradnictvi, vinafstvi, pomologie, vcelafstvi, meteorologie, Zivotni prostfedi,
pfirodovéda a vlastivéda. | tato skuteénost souvisi s Mendelovym jménem v nazvu
univerzity, ktera se stale vénuje rozvijeni Mendelova védeckého odkazu.

Mendelova univerzita aktualné spolupracuje na pfipravé odborného scénare
navstévnického centra Mendelianum — atraktivni svét genetiky, které bude otevieno
v mistech, kde Hospodarska spolecnost sidlila, tedy v budové Biskupského dvora u
Zelného trhu. V roce stého vyro¢i Mendelova objevu v roce 1965, kdy byla ukonéena
éra antimendelismu a lysenkismu, byla v Biskupském dvofe instalovana vystava
Minulost a pfitomnost genetiky, ktera poukédzala na spojeni historickych prostor
Biskupského dvora s Mendelovou &astou osobni pfitomnosti v této budové jako
Clena odbornych sekci nebo ¢lena hlavniho vyboru, ktery zde az do své smrti
predsedal schizim Hospodarské spolecnosti. Je vhodné také pfipomenout, ze
prvnim Slechtitelskym Ustavem, ktery se pfihlasil k Mendelovi ve svém nazvu, je
Mendeleum Mendelovy univerzity v Lednici s bohatou védeckou a kulturni tradici.

Vystava o Mendelové Brné doklada také Mendelovu ucitelskou €innost, ktera
je spojena s brnénskym Technickym studijnim Ustavem a Statni vySSi realnou Skolou.
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V roce 1860 v ni zaCal pracovat Pfirodozkumny spolek, ktery vznikl z pfirodovédné
sekce Hospodarské spole¢nosti. Mendel tento spolek zakladal jako ¢len liberalniho
kruhu profesora Zawadského a feditele realky Auspitze. Na realce na Janské Mendel
prednaSel poprvé o svém objevu elementt dédi¢nosti a Ize o ni pravem Fici, ze tam
zacCala genetika.

Vystava predstavuje Zivotni milniky tykajici se J. G. Mendela, a pokousi se
odpovédét na otazky, pro€ jsou nékdy uvadéna dvé rizna data Mendelova narozeni,
odkud pochéazeji Mendelovy geny, co je podstatou Mendelovy prace a pro¢ tak
dlouho trvalo, nez se v klastefe podafilo profesoru lltisovi objevit MendelGv rukopis v
bedné mezi starymi papiry a jak ho ziskal do majetku Pfirodozkumného spolku,
odkud zmizel vroce 1940 i se zapisem schuze spolku. Vystava také zahrnuje
faksimile Mendelova rukopisu, ktery potomci Mendelovych sester zvefejnili v roce
1992 v Darmstadtu, aby o jeho drZeni informovali svétovou vefejnost.

Vyjimeénost vystavy spociva také v plvodnim zvefejnéni prehledného
Mendelova rodokmenu formou rodinného stromu, ktery pfipravil prof. Jan Klein,
dlouhodoby spolupracovnik Mendeliana MZM a ¢len mezinarodniho Advisory Board
navstévnického centra Mendelianum — atraktivni svét genetiky.

Vystava je v prostorach Mendelovy univerzity pfistupna do konce roku 2013.
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(e-mail: urban@mendelu.cz) je docentem Ustavu morfologie,
fyziologie a genetiky zvifat Agronomické fakulty Mendelovy
univerzity v Brné a spolupracovnikem Mendeliana MZM Brno.




Myeloidni leukémie

Tereza Lopotova

Ustav hematologie a krevni transfuze, Oddé&leni buné&&né biochemie,
U Nemocnice 1, 128 20, Praha 2

Myeloidni leukémie jsou maligni onemocnéni, ktera se vyznacuji expanzi myeloidni
krevni fady. Zahrnuji chronickou a akutni myeloidni leukémii. Rozdéleni je pfedevsim
historického charakteru, kone¢na stadia chronické leukémie pfipominaji formu akut-
ni.

Chronicka myeloidni leukémie

Klinicka charakteristika, asovy prubéh a epidemiologie CML

Chronicka myeloidni leukémie (CML) je myeloproliferativni onemocnéni, které
vznikd v dusledku maligni transformace kmenové nebo primitivni progenitorové
hematopoetické buriky. Bez cilené Ié€by probihd CML ve tfech stadiich. Prvni fazi je
chronicka faze (CP), tj. faze ,preneoplastickd” charakterizovana silnou expanzi
myeloidni Fady, buriky jsou vétSinou pIné diferencované. Druhou fazi je akcelerovana
faze (AP) a tfeti blasticka krize (BC). AP je charakterizovana alespon jednim z na-
sledujicich znaku: v periferni krvi nebo kostni dfeni je obsaZzeno 10 aZz 30 % blastq,
nejméné 20 % blastd a promyelocytd, nejméné 20 % bazofill, trombocytopenii
(méné nez 100 x 10% krve bez vztahu k |é&bé&), progresivni splenomegalii a
pridatnymi chromozomovymi aberacemi. V BC mé& pacient v periferni krvi nebo kostni
dfeni vice nez 30 % blasti. AP a BC se souhrnné oznacuji jako akutni faze
pripominajici akutni leukémii. U 60 % pfipadd maji blasty myeloidni morfologii a
exprimuji myeloidni markery, v ostatnich pfipadech je fenotyp podobny akutni
lymfoidni leukémii, vzacné se muzZe jednat o megakaryoblasty a erytroblasty.
V chronické fazi pacient dobfe odpovida na lécbu, zatimco akutni faze, zvlasté pak
blasticka krize, jsou terapeuticky tézko zvladatelné. Do nedavné minulosti koncila
CML smrti pacienta v blastické krizi. Pfi souCasné cilené |éCbé je progrese onemoc-
néni pomérné vzacna.

CML je znagné heterogenni onemocnéni, jehoz agresivita a pfiznaky se liSi u
jednotlivych pacientu. K béznym pfiznakdm patfi jinak nevysvétlitelné horecky, ztrata
vahy, zvySena Unava, bolesti kloubu a kosti, atd. Incidence CML se uvadi mezi 1 az
2 pripady na sto tisic lidi. V rdmci vSech leukémii tvofi CML asi 15 az 20 %. Vyskyt
onemocnéni roste s vékem, maxima dosahuje v Sesté vékové dekadé (Mayer et al.,
2002; Adam et al., 2001).

Biologie CML

Translokace Ph, gen a protein BCR-ABL
PFi¢inou rozvoje CML je reciproka translokace mezi chromozomy 9 a 22
(translokace Ph), jejimz produktem je tzv. Filadelfsky (Ph) chromozom (zkraceny
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chromozom 22), cytogeneticky marker CML (Rowley et al.,1973). Ph chromozom je
detekovan u 95 % pacientd s CML, u 5 % pacientd se vyskytuje komplexni
translokace, ktera zahrnuje jesté dalSi chromozomy (Adam et al., 2001). Jedinym
dokadzanym vnéjSim faktorem pro vznik translokace Ph je ionizujici zafeni, vyznam
mohou mit také duplikony (76 kb) v blizkosti genu bcr a abl (Salgio et al., 2002) nebo
priblizeni obou genu v jadfe hematopoetickych prekurzor( pfi pfechodu z S do G2 a
béhem faze G2 bunéfného cyklu (Neves et al., 1999). Ve zlomovych oblastech
translokace se nachazeji dva geny — abl a bcr. Gen abl (99,34, 225 kb) kdoduje
nereceptorovou tyrozinovou kinazu, bunécny homolog onkogenu v-abl Abelsonova
viru zpasobujiciho leukémii u mysi. Jaderny ABL je vyznamny proapoptoticky protein,
ktery hraje kliCovou roli v buné&né odpovédi na genotoxicky stres, podili se na
spusténi apoptézy v bunkach vystavenych ionizujicimu nebo gama zareni (Yuan a
spol. 1999). Gen bcr kbéduje kindzu Ser/Thr (160 kDa). Jednou z nejdllezitéjSich
¢asti tohoto proteinu je oligomerizacni doména s "coiled-coil* motivem, ktera je
kédovana prvnim exonem bcr a zajiStuje oligomerizaci BCR, jakoZ i chimérického
proteinu BCR-ABL (viz dale) (McWhirter et al., 1993).

Na chromozomu Ph vznika translokaci fuzni gen bcr-abl, ktery je hlavni
pri¢inou rozvoje CML. Za poc¢atecni exony genu bcr na 22q11 dochézi k pfipojeni
témeérF celéeho genu abl z 9934. Zlomové oblasti jsou lokalizovany téméf vyluéné v
oblastech intronu. Zlom v genu abl nastava na jeho 5°-konci pfed exonem 1b, za
exonem 1la, nebo nejCastéji mezi nimi v oblasti o velikosti vétSi nez 300 kb (Melo,
1996). Vysledny transkript bcr-abl je vSak vzdy sestfiZzen tak, Ze sekvence abl v bcr-
abl zaCina exonem 2 (Morris et al., 1991). Zlomové oblasti uvnitf genu bcr spadaji pfi
CML do jedné ze dvou oblasti, tzv. ,break point cluster regions”. (1) vice nez 90 %
pacientd s CML ma zlom v oblasti zvané ,major break point cluster region* (M-bcr)
mezi exony 12 aZz 16 (oznaCovano také jako bl az b5, celkem 5,8 kb). Alternativnim
sestfihem mohou vznikat fazni transkripty se spojenim el3a2 (b2a2) nebo elda2
(b3a2). Obé mMRNA jsou potom prekladany do proteinu p210 BCR-ABL (Heisterkamp
et al.,, 1985), ktery je vedle CML spojovan také s ALL, AML a vzacné dalSimi
onemocnénimi. (2) U pacientd s CML se zfidka vyskytuje také zlom v oblasti ,minor
break point cluster region* (m-bcr) mezi alternativnimi exony e2” a e2 (celkem 54,4
kb). Vznikla ela2 mRNA se pfeklada do proteinu p190 BCR-ABL (Hermans et al.,
1987), nékdy oznacovaného také jako p185. Vzacné se vyskytuji pfipady CML s
jinymi spojenimi ber-abl, jako napf. b2a3 (Moravcova et al., 2005).

PFitomnost fazniho transkriptu bcr-abl byla prokazana i v krvi zdravych jedinc
(Bose et al., 1998). Prfedpoklada se, Ze v takovych pfipadech se bud imunitnimu
systému podafi v€as maligni klon vymytit nebo se jedna o bunku v terminalnim
stadiu diferenciace, ktera se jiz dale nedéli a nemuaze z ni vzniknout maligni klon. Pro
uplnost je tfeba zminit, Ze translokaci Ph vznik4 také novy 9g+ chromozom, na némz
vznik& dalSi fazni gen abl-bcr. Pfitomnost mRNA abl-bcr se naléza priblizné u 70 %
pacientl s CML (Melo et al., 1993).

Transformace bunék CML - pdsobeni proteinu BCR-ABL

BCR-ABL funguje v bunkach jako tyrozinova kinaza, ktera se na rozdil od ABL
vyskytuje vyhradné v cytoplazmé. V dusledku ztraty prvniho exonu a faze s BCR je
kindza BCR-ABL konstitutivné aktivni a zcela neregulovana. BCR-ABL vstupuje do
regulace z&kladnich bunécnych drah udrzujicich rovnovahu mezi buné&nym prezitim
a smrti.
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MAP-kinazova ("mitogen-activated protein kinase") draha

MAP-kindzova (Ras/Raf/MEK/ERK) drdha je centralni drdhou signdaini trans-
dukce, ktera prendasi signal z riznych povrchovych receptortd bunky do bunééného
jadra. Jeji stimulace vede k proliferaci bunék a inhibici apopt6zy. Protein Ras je
membranova GTPaza, ktera se Uc€astni riznych signalnich drah, mimo jiné pravé v
Raf/MEK/ERK. V fadé lidskych malignich onemocnéni se Ize setkat s jejimi mutace-
mi, v CML jsou vSak vzacné. BCR-ABL spolu s proteiny Grb2, Shc a Sos stabilizuje
aktivni formu proteinu Ras (Skorski et al.,1994). K deregulaci drahy Ras v BCR-ABL
pozitivnich bunkach pfispiva zifejmé také nizka hladina produktu genu NF-1, neuro-
fibrominu, ktery funguje jako negativni regulator drdhy Ras (Jongen-Lavrencic et al.,
2005). Dale BCR-ABL aktivuje expresi Raf-1 (Salomoni et al., 1998). Na urovnich
nize od BCR-ABL je aktivovan pres Rap-1 také B-Raf (Mizuchi et al., 2005).

Draha JAK/STAT

Signalni draha JAK/STAT pfimo spojuje aktivaci cytokinovych receptord s
genovou expresi. Sklada se ze tfi rodin proteind - JAK ("Janus family of tyrosine
kinases"), STAT ("signal transducers and activators of transcription”) a CIS/SOCS
("cytokine-induced SH2-containing proteins/supressors of cytokine signaling"), ktera
tlumi aktivitu drahy JAK/STAT. Aktivovana kindza JAK fosforyluje STAT na specific-
kém tyrozinu, nasleduje dimerizace STAT, zvy3eni jeho stability a pfesun do jadra,
kde pusobi jako aktivator transkripce. Faktory STAT mohou byt v bufikach CML akti-
vovany nezavisle na kindzach JAK proteinem BCR-ABL (lllaria et al., 1996).

Fosfatidylinositol-3kinazova draha

Fosfatidylinositolkinazy (PIK) pfedstavuji rodinu proteint katalyzujicich pfenos
y-fosfatu z ATP na fosfoinositidy. Aktivita PI3K je spojena prfedevsSim s organizaci
cytoskeletu, bunéénym délenim a inhibici apoptozy. PI3K se sklada z katalytické
podjednotky p110 se serin/threoninovou kindzovou aktivitou a regulaéni podjednotky
p85, ktera stabilizuje a inhibuje p110. PI3K fosforyluje fosfoinositidy, které aktivuji
PDK fosforylujici Akt (proteinkindza B, PKB). Pro proliferaci i ochranu BCR-ABL
pozitivnich bunék proti apoptéze je podminkou aktivita kinazové drahy PI3 (Shet et
al., 2002). BCR-ABL nepfimo pfes podjednotku p85 interaguje s PI3K. Ta je pak v
komplexu s dalSimi proteiny, jako je Gab2, aktivovana (Sattler et al. 2002). Mimo to
BCR-ABL inhibuje expresi fosfatdzy SHIP1, kterd je jednou z fosfatdz inhibujicich
aktivitu kinazy Akt (Sattler et al. 1999).

Mechanizmy progrese CML

Mechanizmus progrese CML do akutnich fazi neni zcela jasny. Predpoklada
se, ze ke vzniku blastické krize staci patrné samotné pasobeni proteinu BCR-ABL
mechanizmem alterované regulace genu, ktery zavisi na davce BCR-ABL
(Calabretta et al.,, 2004). BCR-ABL prokazatelné navozuje genetickou nestabilitu
bunék. PfestoZe je za normélnich podminek protein BCR-ABL lokalizovan vyhradné
v cytoplazmé, ukazalo se, Ze v leukemickych burikach vystavenych genotoxickému
stresu translokuje do jadra, kde naruSuje opravy DNA (Dierov et al., 2002). Existuje
také nékolik studii poukazujicich na vztah mezi expresi BCR-ABL a aktivitou nebo
produkci protein Gcastnicich se oprav DNA, zvlasté dvouretézcovych zloma
(Deutsch et al., 2001; Deutsch et al., 2003). Sekundarni cytogenetické a molekularni
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zmény jsou nalézany béhem progrese onemocnéni smérem k blastické krizi u 60 az
80 % pacientl. V chronické fazi se tyto zmény vyskytuji pouze pfiblizné v 5 %
(Bacher et al., 2004). Chromozomalni aberace zahrnuji chromozomy 8, 17, 19 a 22.
Mezi nej¢astéjSi patfi duplikace chromozomu Ph a trizomie chromozomu 8 a naopak
spiSe vyjimecné se objevuje ztrata chromozomu 7 (Bacher et al., 2004). Z moleku-
larnich zmén jsou u myeloidni blastické krize Casté mutace v oblasti tumor
supresorového genu p53 (Brusa et al., 2003). Pfidatné zmény jsou patrné soucasné
pfi€inou i nasledkem probihajici progrese.

Soucasné lé€ebné pristupy kK CML
LéCbu CML lze v zasadé provadét dvéma zplsoby - transplantaci nebo medikamen-
tézné.

Transplantace kmenovych bunék (TKB)

Pod timto pojmem rozumime pfenos kmenovych bunék zdravého darce do
obéhu pfijemce, kde maji za uUkol obnovit krvetvorbu pfijemce, pFedtim
chemoterapeuticky Uplné nebo ¢astecné zniCenou. V Klinické praxi jsou vyuzivany tfi
typy transplantaci - alogenni pfibuzenska nebo nepfibuzenska, syngenni nebo
autologni. Alogenni transplantace je stale jedinou metodou, kter& muze vést k
trvalému vyléceni. Riziko relapsu c&ini pfiblizné 20 %. PrestoZze je TKB jedinou
skute¢né kurativni metodou, studie ukézaly, Ze s ohledem na riziko transplantacni
mortality a morbidity je vyhodnéjSi IéEba medikamentézni (Hehimann et al., 2007).
S vyjimkou velmi mladych pacientd se tak dnes dava pred transplantaci prednost
imatinibu (viz dale).

Lécba medikamentézni

Chemoterapie a interferon a (IFN)

V souCasné dobé se zchemoterapeutik vIé¢bé CML pouzivA uz pouze
hydroxyurea, inhibitor ribonukleotidreduktazy, tedy syntézy DNA (Hehlmann et al.,
1993), a to vokamziku diagnézy ke snizeni poctu bilych krvinek pacientu.
Monoterapie interferonem alfa (IFN) dok&Ze navodit hematologickou az
cytogenetickou odpovéd u pacientd s CML (Talpaz et al.,, 1986). Protinadorovy
ucinek IFN je dan kombinaci pfimého antiproliferac¢niho ucinku a nepfimych G&inkd
zprostfedkovanych imunitnim systémem. IFN pUsobi stimulaéné na NK-buriky a
makrofagy a zaroven stimuluje expresi MHC gp |, nadorové specifickych antigent a
adhezivnich molekul nadoro-vych bunék. Uvadi se také, Ze IFN ma pfimé
cytostatické efekty na nadorové buriky (Jonasch et al., 2001). Mezi nevyhody IFN
patfily pfedevsim vedlejSi u€inky. Randomizovana studie IRIS srovnavajici interferon
alfa s imatinibem (viz dale; O'Brien et al., 2003) ukazala na jasnou vyhodu
pokrocilych Iéka — cilenych kinazovych inhibitord. IFN se tak dnes pouziva pouze
v pfipadech, kdy nelze pouZzit cilenou lIéCbu.

Molekularné cilena terapie ( MCT )

Principem MCT je specificka inhibice nékteré z molekul zapojenych do vzniku,
resp. rozvoje CML. VétSina pacientl je v sou¢asné dobé |éCena pravé timto typem
lékd. Imatinib mesylat (STI 571, obchodni nazvy Glivec, v USA Gleevec, dale pouze
imatinib) je selektivni inhibitor ABL, BCR-ABL, PDGFR, c-Kit a patrné také ARG.
Imatinib kompetuje s ATP o vazebné misto v molekule kindzy (Buchdunger et al.,
2000; Okuda et al., 2001). Na bunécnych liniich bylo prokazano, Ze imatinib maze
navozovat apoptézu a/nebo diferenciaci leukemickych bunék (napf. Jacquel et al.,
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2003). Indukovana autofagie muze vést k zastaveni bunééného cyklu a apoptdze,
nebo muze naopak rakovinnym bunkam pomahat recyklaci proteini a organel
zni¢enych lé€bou (Ertmer et al., 2007). V Ié¢bé CML byl imatinib poprvé pouZzit v roce
1998, dnes je pouzivan jako lécebny prostifedek prvni volby. V porovnani s IFN
imatinib navozuje vyznamné vice kompletnich hematologickych a cytogenetickych
odpovédi (O'Brien et al., 2003). Dosavadni studie ukazuji, Ze kinazové inhibitory
druhé generace mohou v prvni linii imatinib pfedc¢it, nicméné vzhledem ke dlouhé
zkuSenosti s imatinibem a jeho bezpecénosti dava vétSina lékafu stale prednost
imatinibu.

Druh& generace MCT zahrnuje dasatinib a nilotinib

Nilotinib (Tasigna, AMN107) je odvozen od imatinibu, je vysoce selektivni pro
Abl1 a ve srovnani s imatinibem je 10-50x ucinnéjsi (Weisberg et al., 2006; Rosti et
al., 2009). Je uc€inny proti nemutovanému BCR-ABL a pouze nékterym mutantnim
formam. Na rozdil od imatinibu se do bunék dostava difuzi a muze byt proto
s vyhodou podan v pfipadé mnohocetné Ieékové rezistence.

Dasatinib (BMS-354825, Sprycel) je schopen vazat jak aktivni, tak i neaktivni
formu kindzy BCR-ABL a inhibuje i kindzy rodiny Src (Tokarski et al., 2006). Ve
srovnani s imatinibem je 300x U€inng&jSi. Dasatinib je u¢inny i proti mutantnim formam
kindzy BCR-ABL s vyjimkou vysoce rezistentni formy s mutaci T315I (Carter et al.,
2005). Vysledky prvni faze klinickych testd ukazaly, Ze dasatinib navozuje hemato-
logickou nebo az cytogenetickou remisi u pacientu, ktefi netolerovali imatinib nebo
k nému byli rezistentni (Talpaz et al., 2006). Dasatinib je cilen na ¢asnéjSi progenito-
ry nez imatinib, nicméné nejprimitivngjsi buriky CML v klidovém stavu (fazi GO) jsou
rezistentni i k dasatinibu (Copland et al., 2006). Ve fazi klinickych studii je v soucas-
né dobé cela fada dalSich cilenych |éku.

Kurativni medikamentézni [é¢ba CML?

NedofeSenou otdzkou soucasné léCby a duvodem, proC léEba kindzovymi
inhibitory neni kurativni a vyZaduje doZzivotni uzivani, je fakt, Ze tato IéCba neni
acinné proti leukemickym kmenovym burikam, zejména leukemickym kmenovym
bunkam ve fazi GO. Jednim z divodl je patrné nedavno prokazana nezavislost
preziti kmenovych CML bunék na kinazové aktivit¢ BCR-ABL (Hamilton et al., 2012).
Pokud bylo testovano vysazeni |éCby imatinibem v dobé kompletni cytogenetické
remise, dochazelo u pacientl k relapsum (napf. Yhim et al., 2012). Ukazalo se ale,
Ze vyskyt relapsu je nizSi u pacientl, ktefi byli predléCeni IFN. Nedavno byla
publikovana prace, ktera tento jev mize vysvétlit — podani IFN aktivuje leukemické
kmenové burky ve fazi GO ke vstupu do buné&ného cyklu (Essers et al., 2010). Tyto
buriky, o nichZz se Vvéfri, Ze jsou pfi¢inou relapslt po vysazeni imatinibu, se tak stavaji
citlivymi na naslednou imatinibovou lécbu.

Dale se testuji také nékteré dalSi pfistupy pro eradikaci leukemickych kmeno-
vych bunék. Pfikladem je pouZiti inhibitoru GSK3 beta ("glykogen synthase kinase 3
beta") v kombinaci s imatinibem (Reddiconto et al.,, 2012) nebo inhibice autofagie
soucasné s tyrosin kinazovymi inhibitory (Calabretta et al., 2011).

Rezistence k |écbé

ProtoZe je dnes vétSina pacientd IéCena imatinibem, je pozornost nejvice
zaméfena na mechanizmy rezistence pravé kimatinibu. Lze rozliSit primarni
rezistenci, ktera se projevi nepfitomnosti U¢inku Ié€by jiz od jejiho zahajeni, nebo tzv.
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sekundarni rezistenci, kterd se projevi ztratou efektivity Ié€by po pocatecni odpovédi
(Hochhaus et al., 2004). Podle mechanismu mizeme rozliSit rezistenci na BCR-ABL
zavislou a nezavislou. V praxi rozliSeni umozniuje sledovani fosforylace substratu
BCR-ABL jako napf. CRKL (Hochhaus et al., 2002).

Donedavna se predpokladalo, Ze hlavnim mechanizmem rezistence zavislé na
BCR-ABL jsou mutace v genu bcr-abl (Branford et al., 2002). Pro vznik rezistence
mély byt vyznamné predevSim mutace v mistech dllezitych pro vazbu imatinibu, tj.
predevsim v kinazové doméné BCR-ABL, mutace v P smycce, tj. v sekvenci, ktera se
pfimo ucastni vazby ATP, mohou souviset s horSi prognézou pacient (Branford et
al., 2003). V nepfitomnosti imatinibu ale vétSina mutaci nepfinasi bunkam zadnou
ristovou vyhodu (Miething et al., 2006) a pfitomnost mutované alely ne vzdy
znamena Klinickou rezistenci k imatinibu (Khorashad et al., 2006). DalSim moznym
mechanizmem rezistence zavislé na BCR-ABL je overexprese BCR-ABL, k niz muze
dochazet v dusledku duplikace chromozomu Ph (Oshikawa et al., 2010) nebo
genomické amplifikace bcr-abl (Virgili et al., 2010).

Imatinib je do bunék transportovan aktivné prostfednictvim proteinu hOCT1
("human organic cation transporter"). Snizena exprese nebo aktivita tohoto proteinu
by tak mohla byt jednou z pficin rezistence k imatinibu, at' uz primarni nebo sekun-
darni (Thomas et al.,, 2004). Existuje také mechanizmus mnohocetné Iékové
rezistence, kdy P-glykoprotein, produkt genu mdrl, zajiStuje aktivni vylu¢ovani
imatinibu z buriky (Mahon et al., 2003).

MechanizmUi rezistence nezavislé na BCR-ABL je patrné cela fada.
Predpoklada se, Ze trvala aktivace (exprese) nékterych molekul navozovana BCR-
ABL se muze postupem cCasu stat na tomto puvodnim stimulu nezavislou. Jako
mozna priCina progrese a/nebo rezistence k Ié¢bé byly identifikovany konstitutivhé
aktivni NFkB (Donato et al., 2003), nadmérna aktivace kinaz Src, napf. kinazy LYN
spojena s overexpresi antiapoptotického proteinu BCL-2 (Donato et al., 2004; Dai et
al., 2004), snizena exprese fosfatazy SHP-1 (Esposito et al., 2011), konstitutivni
aktivace drahy PI3K prostfednictvim mutace v PI3Ka (Quentmeier et al.,, 2011),
aktivace kinazy Raf nezavisla na BCR-ABL i Ras (Hentschel et al., 2011), indukce
cyklooxygenazy 2 (COX-2) (Kalle et al., 2010), aktivace ERK1/2 (Nambu et al.,
2010). V nékterych pripadech mize byt rezistence disledkem vyvoje nemoci, béhem
kterého se mohou objevit nové pocetni nebo strukturalni cytogenetické aberace,
které vedou k proliferaci leukemickych bunék nezéavisle na BCR-ABL.

Odpovédi na Ié¢bu a moZznosti jejich predikce

Odpovéd na léCbu je hodnocena na urovni klinické (celkovy stav pacienta,
stav sleziny, jater apod.), hematologické (krevni obraz a charakteristika jednotlivych
krevnich elementu), cytogenetické a molekularné genetické. Cytogenetické metody
vyuzivaji konvenéni techniky, tzv. G-pruhovani (barveni chromozomu podle Giemse)
nebo metod FISH (“fluroscence in situ hybridization”). Citlivost téchto metod je
zhruba 1 az 5 %. Molekularné genetické metody se zamérfuji na sledovani transkriptu
BCR-ABL kvantitativni reverzné transkriptdzovou PCR (Q-RT-PCR), v pfipadé dosa-
Zeni BCR-ABL negativity kvalitativni dvoustupriovou RT-PCR. Citlivost téchto metod
(0,001 aZ 0,0001 %) umozni zjistit jednu leukemickou buriku mezi 10° aZ 10° nor-
malnimi leukocyty. Narust mnozstvi transkriptu BCR-ABL signalizuje Spatnou odpo-
véd na lécbu, pokles a nizka hladina BCR-ABL naopak dobrou odpovéd na |é¢bu a
dobrou prognozu. V indikovanych pfipadech jsou vySetfovany mutace v kinazové
doméné BCR-ABL.
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Na zékladé vysledkd klinickych, cytogenetickych a molekularné genetickych
vySetfeni byly stanoveny jednotlivé odpovédi na léEbu imatinibem (Baccarani et al.,
2009, tab. 1). U ztraty odpovédi na IéCbu - relapsu onemocnéni - rozliSujeme relaps
hematologicky, cytogeneticky a molekularni. Hematologicky relaps znamena zhorSe-
ni krevniho obrazu nad normalni hodnoty nebo obecné néarust hodnot. O cytogene-
tickém relapsu mluvime, pokud je detekovan chromozom Ph po dosazeni CCgR,
nebo obecné dochazi-li k naristu procentualniho poctu Ph+ metafazi. Molekularni
relaps je definovan jako alespon desetindsobny nérlst hladiny transkriptu bcr-abl pfi
CCgR.

velka molekularni (MMR) < 0,1% BCR-ABL (mezinarodni stupnice)
kompletni cytogeneticka (CCgR) 0% Ph+
¢asteCna cytogenetickd (pCgR)  1-34% Ph+
mala cytogeneticka (mMCgR) 35-94% Ph+

leukocyty <10*10%L, trombocyty <450*10%/L,

kompletni hematologicka (CHR)  nepfitomnost nezralych bunék v periferni
krvi, nepfitomnost splenomegalie

hematologicka (HR) jakékoliv zlepSeni krevniho obrazu

Tabulka 1: Definice odpov édi na Ié €bu (Baccarani et al., 2009)

Na zakladé statistického hodnoceni vysledkd |écby imatinibem od jeho
zavedeni do praxe byly postupné stanoveny ,dynamické odpovédi na lé¢bu”. Jde o
stanoveni progndézy pacientd na zakladé odpovédi dosaZzenych ve stanovenych
C¢asovych bodech. Podle Evropské Leukemické Sité (ELN) lIze rozliSit odpoveéd
optimalni, suboptimalni a selhani 1é¢by (Baccarani et al., 2009; tab. 2). Podle
doporuceni ELN jsou pacienti v tzv. selhani lé€by indikovani ke zméné Iéchy, i kdyz
nerelabuji (kompletni hematologicka odpovéd). Pacienti, ktefi odpovidaji suboptimal-
né, jsou do selhani IeéCby pfefazeni, pokud nedojde ke zlepSeni.

Mésice od nasazeni

imatinibu Odpov éd’
optimalni suboptimalni selhani |é €by
3 CHR <CR Bez CHR
6 >pCgR mCgR zadna CgR
12 CCgR pCgR <pCgR
18 MMR <MMR <CCgR
kdykoliv stabilni CCgR a ztrata MMR ztrata HR
MMR mutace ztrata CgR
pridatné aberace mutace

Tabulka 2: Dynamické odpov édi na |é €bu imatinibem (Baccarani et al., 2009)
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Akutni myeloidni leukémie (AML)

Klinicka charakteristika a ¢asovy pribéh, epidemiologie AML

Akutni myeloidni leukémie dospélych (AML) je klonélni maligni onemocnéni
charakterizované akumulaci leukemickych blastl. Jedna se o velmi heterogenni
onemocnéni s fadou subtypl. Prdmérna incidence vyskytu AML v celé populaci je
3,4 pripadu na 100 000 obyvatel (1,2/100 000 v populaci mladsi 30 let, 13,2/100 000
u lidi do 65 let a vice nez 20/100 000 obyvatel v populaci starsi nez 80 let). AML je
pfevazné onemocnéni starSich lidi, median véku pfi stanoveni diagnézy AML je
témér 70 let. Toto onemocnéni nemé Zadné specifické projevy (Unava, horecky,
no¢ni poceni, bolesti kloubu aj.). Nedostatek ¢ervenych krvinek se projevuje chudo-
krevnosti a anemickym syndromem. Nedostatek funk&nich bilych krvinek znamena
snizenou imunitu. Nedostatek krevnich destiCek se projevi zvySenou krvacivosti
(tvorba modfin, krvaceni z nosu, nélez krve ve stolici, nalez krve v moci, apod.).
Akutni myeloidni leukémie postupuje pomérné rychle a nemocného bez lé€by usmrti
do nékolika tydnu az mésict (Adam et al., 2001).

Biologie a klasifikace AML

AML je v porovnani s CML jeSté o poznani vice heterogenni onemocnéni.
Neexistuje jednotna pfi¢ina. Je zndmo mnoZzstvi aberaci, které maji dle statistickych
hodnoceni vliv na prognézu pacientll a jsou tak vyuzity v klasifikaci jednotlivych
subtypl AML (Grimwade et al., 2009). V praxi se paralelné pouzivaji dva klasifikacni
systémy. Prvni pfedstavuje konsenzus francouzskych, americkych a britskych
odbornikd z roku 1976 (FAB, Bennett et al., 1976; Tab. 3) a je zaloZzen na
morfologickém a cytochemickém hodnoceni blasti. Klasifikace WHO zohlednuje
kromé& morfologie i klinickd a imunofenotypizacni kritéria a soucasné i nejnové;jsi
poznatky na poli genetiky (Vardiman et al., 2002). Je zna¢né nepfehlednd, ale odrazi
rozdilnou leukemogenezi jednotlivych typd AML, cozZ se odrdzi i v odliSném terapeu-
tickém pfistupu i prognéze (Tab. 4).

~French-American-British* (FAB) klasifikace

MO: minimalné diferencované leukémie
M1: myeloblasticka leukémie bez vyzravani

M2: myeloblastcka leukémie s vyzravanim

M3: hypergranularni promyelocytarni leukémie

M4: myelomonocytarni leukémie

M4Eo: varianta: narast abnormanich dfenovych eosinofilt
M5: monocytarni leukémie

M6: erythroleukémie (DiGuglielmova nemoc)

M7: megakaryoblasticka leukémie

Tabulka 3: Francouzsko-americko-britska klasifikace AML (Bennett et al., 1976)
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World Health Organization (WHO) klasifikace

I. AML s recurrentnimi genetickymi abnormalitami
AML s 1(8;21)(q22;022); RUNX1/RUNX1T1

AML s abmormalni eosinofilii v kostni dfeni [inv(16)(p13g22) or
t(16;16)(p13;922);CBFR/MYH11]

Akutni promyelocytarni leukémie [AML with t(15;17)(g22;q12)
(PML/RARGa) and variants]”

AMLs 11923 (MLL) abnormalitami
[I. AML s viceliniovou dysplazii

nasledujici myelodysplasticky syndrom, myelodysplasticky
syndrom, myeloproliferativni onemocnéni

bez pfedchoziho myelodysplastického syndromu

[ll. AML a myelodysplastické syndromy, ve vztahu k lé€hé
alkyla¢nimi latkami

inhibitory topoizomeréazy Il

jinymi latkami

IV. AML jinak nespecifikovana

AML minimalné diferencovana

AML bez vyzravani

AML s vyzravanim

akutni myelomonocytarni leukémie

akutni monoblasticka a monocytarni leukémie
akutni erytroidni leukémie

akutni megakaryoblasticka leukamie

akutni bazofilova leukémie

akutni panmyel6za s myelofibrozou

myeloidni sarkom

Tabulka 4: WHO klasifikace AML (Vardiman et al., 2002)

Na zakladé vysledku standardni karyotypizace leukemickych bunék lze
nemocné zaradit do 3 prognostickych skupin: s pfiznivou, stfedni &i Spatnou
prognozou, riziko je vztazeno k poctu komplexnich remisi ("complete remission” -
CR) a k celkovému preziti ("overall survival" - OS) (tab. 5, Slovak et al., 2000; Byrd et
al., 2002). Intermediarni progn6za zahrnuje razné karyotypy v&etné normalniho —
CN-AML ("cytogenetically normal AML"). V tomto pfipadé je pozornost soustfedéna
na mutacni status nékterych gend. Zndmé ziskané somatické mutace, které jsou
klinicky relevantni, muZzeme rozdélit do tfi skupin: 1) mutace v genu npm1 kddujicim
nukleofosmin, flt3 kdédujicim "FMS-like tyrosine kinase 3", cebpa kodujicim
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CCAAT/enhancer vazebny protein alfa, které jsou dnes doporucovany k testovani
v dobé diagndzy; 2) mutace v genech idh kddujicim izocitrat dehydrogenazu, asxll,
ezh2, dnmt3a kddujicim DNA-metyltransferazu 3a, které pravdépodobné ovliviuji
biologii AML prostfednictvim vlivu na epigenom; 3) mutace v genech ras, nfl, tj.
skupiné gend, které mohou indikovat efektivitu IéCby.

Rizikové skupiny Abnormality Pétileté p Feziti Vyskyt relapsu
dobra progndza t(8;21), t(15;17), inv(16) 70 % 33%

normalni, +8, +21, +22,
del(7q), del(9q),
abnormalni 11923, 48 % 50 %
vSechny jiné strukturni
nebo pocetni zmény

-5, -7, del(5q),
abnormalni 3q,
komplexni cytogenetické
zmeény

intermediatni
prognoza

Spatna prognéza 15 % 78 %

Tabulka 5: Klasifikace AML do prognostickych skupin podle kary otypu (Slovak et al.,
2000; Byrd et al., 2002)

Lecba AML

Lécba AML muze byt s kurativnim cilem, paliativni nebo pouze suportivni
(korekce anémie, trombocytopenie atd.). Pfi kurativnim pfistupu se terapie AML
zahajuje indukéni Ié€bou, jejimz cilem je navodit kompletni remisi (CR). Je-li ji
dosazeno, nasleduji terapie postremisni - konsolidacni (s cilem konsolidovat CR),
nebo terapie udrzovaci. Nedojde-li k navozeni CR, podava se zachranna ("salvage")
terapie.

Monitorovani pacientt s AML

Stanoveni genetickych markerd AML je vyznamné v dobé diagnézy pro
stanoveni progndzy a rozhodnuti o léEbé. Nasledné béhem chemoterapie a po
transplantaci kmenovych bunék se potom monitorovanim téchto markert sleduje
vyskyt minimalni rezidualni choroby a relapsu. Podle typu AML je na molekularni
arovni monitorovana hladina faznich transkriptl, pocetni nebo komplexni alterace
jsou vySetfovany pomoci interfazni FISH. V pfipadé vSech subtypd AML je pro
monitorovani minimalni rezidualni choroby vyznamny pfedevSim gen Wilmsova
tumoru (wtl). Celkova exprese mRNA wtl ma patrné pro vétSinu pacientll s AML
v pribéhu lé€by vysoky prognosticky vyznam (Andersson et al., 2012; Polak et al.,
2011, 2013), i kdyZ toto pozorovani nepotvrzuji vSechny studie (Yanada et al., 2004).

Gen a protein Wilmsova tumoru (WT1)

Struktura genu WT1 a regulace jeho exprese

Gen Wilmsova tumoru 1 (wtl) lezi na 11. lidském chromozomu v oblasti 11p3
a sestava z deseti exona (Call et al., 1990). Alternativni udalosti, které davaji vznik
velkému mnozstvi transkriptd a proteinovych produkt WT1 jsou schématicky
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znazornény na obr. 1. Sekvence genu wtl zahrnuje dvé alternativné sestfihovana
mista — exon 5 a sekvenci KTS (lysin, treonin, serin). Varianty, které vznikaji
kombinaci téchto dvou sestfihovych mist jsou v literatufe oznacovany jako Ctyfi
hlavni sestfihové varianty wtl (Haber et al., 1991). Alternativni prvni exon Ela
zajistuje vznik zkracené varianty mRNA swtl (Dallosso et al., 2004; Hossain et al.,
2006). Tyto udalosti se mohou dale kombinovat s editaci RNA - zaménou na konci
exonu 6 (Sharma et al.,, 1994) a alternativnimi promotory (Bruening et al.,1996;
Scharnhorst et al.,1999). Exprese dalSi izoformy zacinajici na konci patého intronu
byla zatim popsana pouze u rakoviny prostaty, prsu a leukemickych bunék
(Dechsukhum et al., 2000).

DNA, mRNA

ATG ATG i
(B | ATG ! editace RNA cekvence KTS

\—I Eil |—|E|1aHE2 HE3 HE4 HES HEG HE? HES H EgHH £10|

asociaéni doména jaderny lokalizaéni signal

A

[ | i |
RNA vazebna doména aktivaéni doména 4 motivy zinkového prstu = DNA vazebna doména

represni doména

Protein

Obréazek 1: Struktura genu a proteinu WT1.  Sedé jsou na schématu DNA/mRNA oznageny
alternativné sestfihované oblasti.

WT1 je vyznamny pro vyvoj urogenitalniho traktu a pfechod mesotelia v epitel.
V dospélosti je exprese WT1 omezena na tkané urogenitalniho systému, mozku a
hematopoetickou tkan (shrnuto v Yang et al., 2007). Na regulaci exprese se podili
patrné vice transkrip&nich faktord specifickych pro konkrétni tkané. V hemato-
poetickych tkanich byla potvrzena regulace prostfednictvim GATA-1 a MYB (Wu et
al., 1995; Zhang et al., 1997). V posledni dobé se v regulaci exprese WT1 ukazuje
také role microRNA (miRNA), kratkych nekodujicich RNA, které negativné reguluji
expresi cilovych mRNA inhibici translace nebo pfimo Stépenim cilovych mRNA. U
akutni myeloidni leukémie byla nedavno popsana regulacni aktivita miR-132 a miR-
212 ve vztahu K WT1 (Luesink et al., 2009). Gao a spol. ukazali vyznam miR-15a a
miR-16-1 v regulaci exprese WT1 (Gao et al., 2011). O regulaci exprese jednotlivych
izoforem je toho znamo jen velmi malo. Sestfih sekvence KTS je patrné regulovan
(mimo jiné) intronickym enhancerem (Yang et al., 2008).

Struktura a funkce proteinu WT1, role jednotlivych izoforem

Struktura vybranych izoforem proteinu WT1 je zndzornéna na obr. 1. S vySe
uvedenymi zmé&nami na urovni transkripce se dale kombinuji tfi alternativni zacatky
translace. Hlavni AUG dava vznik proteindm o velikosti 52 (-5/-KTS) az 54 kDa
(+5/+KTS) (Morris et al., 1991). Tomuto hlavnimu mistu pfedchazi CUG, ze kterého
vznikaji proteiny o velikosti 60 az 62 kDa (Bruening et al., 1996). Naopak za hlavnim
sestfihovym mistem ve sméru translace je AUG, které dava vznik proteinlm o
velikosti 36 aZz 38 kDa (Scharnhorst et al.,, 1999). Dohromady davaji vSechny
uvedené alternativni udalosti vznik 36 izoformam proteinu WT1.

PFitomnost CtyF zinkovych prstd typu Cys2His2 (DNA vazebna doména) na C-
konci proteinu (exony 7 az 10) umoznuje proteinu WT1 vazbu na DNA a tedy funkci
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transkripéniho regulatoru (Nurmemmedov et al., 2006; Haber et al., 1991). Diky
pritomnosti transkripéné represni i aktivacni domény muze WTL1 ovlivhovat expresi
cilovych genl pozitivné i negativné. U sSWT1 dochazi ke ztraté transkripéné represni
domény a vdasledku toho kaktivaci genl, které jsou nezkracenym WT1
reprimovany (Hossain et al., 2006). Geny, jejichZz expresi WT1 reguluje, lze zaradit
mezi regulatory bunééného cyklu (p21, cyklin D), regulatory apoptézy (Bcl-2) nebo
regulétory proliferace (Myb) (shrnuto v Yang et al., 2007).

Ctyfi hlavni izoformy WT1 se li§i svymi vlastnostmi a funkci v bufce.
Sekvence KTS ovliviiuje vzajemné postaveni zinkovych prstl (Laity et al., 2000).
Izoformy obsahujici sekvenci KTS maji odliSny konsenzualni vazebny motiv na DNA
(Hewitt et al., 1996), preferuji vazbu RNA (Nurmemmedov et al., 2006, 2009),
vykazuji zrnité rozlozeni v bunééném jadie (Larsson et al., 1995), asociuji
s nékterymi slozkami sestfihového aparatu bunky a uvaZzuje se tak o jejich roli
v sestfihu (Davies et al., 1998; Englert et al., 1995). I1zoformy + i — KTS pfechazi mezi
cytoplazmou a buné&nym jadrem, asociuji s ribonukleoproteinovymi Casticemi a
aktivnimi polyzomy (Niksic et al., 2004). Exon 5 koduje protein-protein interakéni
doménu a sekvence jim kdédovand je tedy vyznamna pro interakci s dalSimi proteiny
(Campbell et al., 1994).

Pusobeni WT1 dale ovliviiuji také dva typy posttranslacnich modifikaci —
fosforylace Ser365, Ser393 (Sakamoto et al., 1997) a sumoylace lysind 17 a 173
(Smolen et al., 2004). O konkrétnim vyznamu téchto modifikaci neni zatim mnoho
znamo. Sumo-1 je mala molekula pfibuzna ubikvitinu, na rozdil od néj vSak naopak
stabilizuje cilovy protein. Sumoylace neovliviiuje bunéénou lokalizaci WT1 (Smolen
et al., 2004). Sakamoto et al. (1997) ukazali, Zze fosforylace mlZze hrat roli v modulaci
transkripéné regulacni aktivity proteinu WT1 interferenci s jadernou translokaci a
zaroven inhibici vazby k DNA. Fosforylaci dochazelo také k inhibici vazby na RNA.
Fosforylaci muze zprostfedkovat napf. CAMP dependentni protein kinaza A.

Vyznam WT1 v hematopoéze

Role WT1 v hematopoéze neni zatim zcela znama. Studie naznacuji dilci role:
exprese WT1 je patrné omezena pfedevsSim na primitivni CD34" populaci bunék
kostni dfené, muze byt ale detekovana i ve zralych krevnich burikach. Bylo ukazano,
Ze WT1 v progenitorovych krevnich burkach hraje roli v jejich sebeobnovovacim
potencialu, pfilisSné zvySeni exprese ale vede k pfechodu bunék do faze GO a
podporuje myelomonocytarni diferenciaci (Svedberg et al., 2001; Loeb et al., 2003).
Jiné prace naopak uzaviraji, Zze zvySena exprese WT1 zastavuje diferenciaci
(Svedberg et al., 1998; Gu et al., 2005). WT1 je patrné dllezitou sloZkou regulace
proliferace T lymfocytl zavislé na oxidu dusnatém (Marcet-Palacios et al., 2007). Je
patrné, Ze rozporuplné vysledky jsou zplsobeny predevSim nedostate¢nou komple-
xitou studii, kterou si zna¢né mnozstvi izoforem WT1 zada.

Vyznam WT1 v onkologii a hematoonkoloqii

WT1 byl poprvé izolovan jako gen zodpovédny za détskou nefrologickou
malignitu, WilmsGv tumor (Haber et al., 1990). V tomto pfipadé je WT1 inaktivovan
mutaci a pfedpokladala se tak jeho nddorové supresorova funkce. Ukazalo se ale, Ze
u fady malignit se WT1 chova naopak jako onkogen. WT1 je nadmérné exprimovan u
fady pevnych nadort (Oji et al., 2002; Loeb et al., 2001; Viel et al., 1994; Rodeck et
al., 1994; Campbell et al., 1998; Amin et al., 1995; Amini et al., 2005; Qiji et al., 2004)
a také u veétsiny leukémii (Miwa et al., 1992). Vice nez 20 let vyzkumu WT1 zatim
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nevysvétlilo mechanizmy, jakymi funguje, pravdépodobné diky velkému mnozstvi
genovych produktd a modifikaci WT1 vyzadujicich pfi jeho studiu velmi komplexni
pfistup. V pfipadé leukémii existuje fada dikazt pro onkogenni plasobeni WT1.
Pokusy na bunécnych liniich ukazaly, Zze WT1 je vyznamny pro pfezivani leuke-
mickych bunék (Yamagami et al., 1996; Ito et al., 2006). ZvySena exprese WT1 byla
potvrzena na mySim modelu jako druhy zé&sah v pfipadé AML s fuzi amll/eto
(Nishida et al., 2006). Mutace wtl jsou detekovany u velmi nizkého procenta
pacientd s AML. Mutace jsou heterozygotni, obvykle se jedna o drobné inzerce,
bodové mutace v oblasti zinkovych prstl, nebo zkraceni proteinu. Vztah meazi
pritomnosti mutované formy WT1 a horSi progn6ézou pacientd s AML nebyl
jednoznacéné prokazan.

V posledni dobé se jiz objevuji také prace, které ukazuji na odliSny vyznam
jednotlivych izoforem. Overexprese variant wtl obsahujicich exon 5 chrani buriky
K562 pfed buné&nou smrti navozenou chemoterapeutiky (Ito et al., 2006). Renshaw
et al. (2004) ukazali, Zze v dasledku |éCby cytotoxickymi latkami mize dochazet
k naruSeni sestfihu exonu 5. Uml&eni exprese izoforem obsahujicich exon 5 na rozdil
od uml€eni celkové exprese wtl vede ke zvySeni citlivosti bunék k apoptoze
navozené cytostatiky. Graidista et al. (2010) a spol. ukazali, Ze izoformy +5/+KTS a
+5/-KTS mohou fungovat jako antiapoptotické proteiny v bufkach rakoviny prsu.
PfestoZze mechanizmus fungovani WT1 v leukemickych burikach ani zdravé
hematopoéze neni zatim vysvétlen, pro 1éEbu myeloidnich leukémii jsou testovany
vakcinace peptidem WT1 (Oka et al., 2009).

PfedevSim u dospélych pacientd AML a pfipadné také u myelodysplastického
syndromu (MDS) se pouziva celkova exprese wtl na Urovni mRNA jako marker pro
monitorovani minimalni rezidualni choroby (Andersson et al., 2012; Polak et al.,
2013; Polak et al., 2011; Gray et al., 2012; Yamauchi et al., 2012). Je vSak i nékolik
praci, které takovy vyznam pro WT1 nepotvrzuji (Yanada et al., 2004; Miglino et al.,
2011). V pfipadé CML pravdépodobné diky existenci vysoce specifického markeru
bcr-abl je praci, které se vénuji wtl jako markeru, podstatné méné. Prvni nadéjné
vysledky ukazujici na vyznam exprese wtl pro pacienty s CML ukazalo nékolik malo
studii (Kreutzer et al., 2001; Cilloni et al., 2003; Varma et al., 2011). Zatimco prace
Kreutzera a spol. byla soustfedéna na pacienty po transplantaci kostni difené, prace
Cilloni a spol. a Varma a spol. naznacily vyzanm exprese wtl také pro pacienty
lé¢ené imatinibem.
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Abstrakt

Interleukin-1a (IL-1a) je pleiotropni cytokin, ktery hraje kli¢ovou roli v imunitni
odpovédi organismu, je vSak produkovan v celé fadé bunék mimo imunitni systim a
v posledni dobé je intenzivné zkoumano také jeho intrakrinni pasobeni v bunééném
jadre. S vyuzitim kvasinkového dvouhybridového systému jsme jiz dfive popsali u
lidského N-termindlniho peptidu IL-1a schopnost transaktivace transkripce a
genetickou interakci s kvasinkovym histonacetyltransferazovym komplexem SAGA.
V této studii jsme se zaméfili na potvrzeni a charakterizaci fyzické interakce IL-1a a
SAGA. Zjistili jsme, Ze IL-1la se v kvasinkach vaze také k menSimu histonacetyl-
transferazovému komplexu ADA a Ze mistem vazby je pravdépodobné tzv. HAT/Core
modul, spoleény obéma komplexiim SAGA a ADA. Také jsme vytvorili model
terciarni struktury N-koncového peptidu IL-1la a popsali jeho strukturni podobnost
s kvasinkovou kindzou Snfl. Podafilo se nam také prokazat, Ze lidsky IL-1a je
schopen ¢astecné komplementovat riistovy defekt kmene s deleci snfl na agarovych
plotnach obsahujicich 3-aminotriazol. Diky kvasinovému modelu a genetickym tech-
nikdm, které by v sav€ich burnkéch byly podstatné slozitéjsi, jsme tak ziskali dalSi dily
do skladanky, predstavujici slozitou sit pusobeni klicové pleiotropni molekuly IL-1a
v lidském organismu.

Uvod

Kvasinky jakoZto jednoduchy eukaryotni organismus byvaji v mnoha
pfipadech vyuzivany pro studium funkce, interakci a jinych specifickych vlastnosti
proteini charakteristickych pro vySSi eukaryota. Heterologni exprese proteinQ
jako je snadna a relativné levna kultivace, dostupnost Siroké Skaly kvasinkovych
kmenl a mnoha genetickych technik, kratka genera¢ni doba a v neposledni fadé
také konzervovanost fady bunéénych procesu. V kvasinkéach byly ze sav&ich proteint
v posledni dobé uspésné zkoumany napriklad transkripéni faktory véetné nadorove-
ho supresoru p53. Nam se s vyuzitim kvasinky Saccharomyces cerevisie ziejmé
podafila rozfeSit zahada, pro€ lidsky cytokin interleukin-1la transaktivuje transkripci
reportérového genu v kvasinkovém dvouhybridovém systému i bez pfitomnosti
interak&niho partnera. Maji snad kvasinky imunitni systém podobny tomu sav&imu?
Samoziejmé, Ze nikoliv. Podivejme se tedy, jak IL-1a pusobi a co se s nim vlastné
v kvasinkové burice déje.

Informa €éni listy GSGM, 2013, 42: 32-41
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Biologické vlastnosti interleukinu-1  «

IL-1a predstavuje kliCovou molekulu sav&iho imunitniho systému, zodpoveéd-
nou za aktivaci a koordinaci obrany organismu v pfipadé poranéni, infekce nebo
stresu. Jeho pusobeni vSak zdaleka neni omezeno jen na imunitni systém; IL-1a je
konstitutivné produkovan v Siroké Skale bunék a ma vliv rovnéz na normalni rist a
buné&nou morfogenezi icelkovy metabolismus. Podobné jako IL-1B8, majici
podobnou strukturu, avSak pomérné odliSné biologické vlastnosti, plsobi IL-la
prozénétlivé a je schopen vyvolat v organismu hore¢ku. Obé formy IL-1 skrze
membranové receptory spousti drahu signalni transdukce, ¢imz dochazi k aktivaci
transkripce cilovych gent, napfiklad genl kodujicich cytokiny (IL-1, IL-6, TNF),
chemokiny (IL-8), proteiny akutni faze (C-reaktivni protein, slozky komplementového
systému), rustove faktory (FGF) a jiné prozanétlivé mediatory (cyklooxygenéza,
inducibilni NO syntaza). Rozdil mezi IL-1la a IL-1B spociva v odliSném zpusobu
produkce, Stépeni, sekrece a predevSim v rozdilné subcelularni lokalizaci. Zatimco
IL-18 predstavuje ,klasicky” cytokin sekretovany z bunék za ucCelem aktivace IL-1
receptort lymfocytd a monocytt, IL-1la mUze diky svému jadernému lokalizaénimu
signalu (NLS) vstoupit do buné¢ného jadra a uplatriuje se pfedevsim intracelularné.

IL-1a je syntetizovan zejména v monocytech, makrofazich, epitelialnich a
endotelialnich bufkach nebo v keratinocytech. Transkripce je zvySena zvlasté béhem
zanétu a infekce. Mezi faktory stimulujici produkci IL-1a patfi napfiklad bakterialni
lipopolysacharid. Produktem translace je prekursor IL-1la proteolyticky Stépeny
proteazou calpainem za vzniku C-koncového zralého proteinu (IL-laMat) a tzv. N-
koncového peptidu IL-1a (IL-1aNTP; 16 kDa) (Kobayashi et al., 1990). Tento peptid
je u savcu prekvapivé vysoce konzervovany, je tedy pravdépodobné, Ze nejde o
pouhy meziprodukt syntézy maturovaného IL-1a, ale o protein s vlastni biologickou
funkci (Buryskova et al., 2004). Schéma molekuly IL-1a i jeho krystalova struktura
jsou zndzornény na obrazku 1.

A B
Interleukin-1a
N-terminaini doména Maturovany IL-1a
1 (NTP) 118 (Mat) 271
E Mt :
79-86

Stépeni calpainem

Obrazek 1: Schéma molekuly prekursoru IL-1 o (A) a krystalova struktura zralého IL-1 o
(B). V N-koncové ¢asti IL-1a je znazornén jaderny lokaliza¢ni signal (NLS) a takeé je
vyznateno misto Stépeni protedzou calpainem. Trojrozmérna struktura IL-laMat byla
upravena dle PDB (PDB ID: 2KKI) (Chang et al., 2010).

Jadernému IL-1a jsou pripisovany rozlicné biologické vlastnosti, jako napfiklad
regulace bunécné motility (McMahon et al.,, 1997) nebo interakce s rastovym
supresorem necdinem (Hu et al.,, 2003). Samotny N-koncovy peptid IL-1a se pak
ucastni transformace mesangiélnich bunék (Stevenson et al., 1997) nebo indukce
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apoptdzy v nadorovych burnkach (Pollock et al., 2003). V nasi laboratofi se vénujeme
studiu IL-1a pfes deset let a podstatnou ¢ast vysledkd charakterizujicich jadernou
funkci IL-1a se ndm podafilo ziskat s vyuZitim heterologni exprese IL-1a v kvasin-
kach Saccharomyces cerevisiae.

Co p¥inesl dvouhybrid

Na zaCatku naSi cesty po stopach IL-la byl experiment v kvasinkovém
dvouhybridovém systému, ktery ukazal, Ze N-koncovy peptid IL-1a ve fuzi s Gal4
DNA-vazebnou doménou transaktivuje transkripci reportérového genu i v nepfitom-
nosti interakéniho partnera produkovaného ve fuzi s Gald-aktivaéni doménou.
V dalSich experimentech jsme zjistili, Ze tato vlastnost IL-1aNTP je podminéna
pritomnosti funkéniho enzymatického komplexu SAGA (Buryskova et al., 2004), jenz
patfi mezi histonacetyltransferazy a podili se na transkripéni aktivaci cca 12%
kvasinkovych genu (Lee et al.,, 2000). Souvislost transaktivacni funkce IL-1aNTP
s pfitomnosti intaktniho SAGA komplexu byla zajimavym vysledkem, ktery si vSak
pro objasnéni tohoto jevu vyZadal dalSi experimenty.

Transportuji kvasinky IL-1 «a do jadra?

Pro vyzkum jaderné funkce IL-la za pomoci modelového organismu S.
cerevisiae bylo nejdfive potfeba zjistit, zda subcelularni lokalizace IL-1a v kvasinkoveé
burice odpovida situaci v sav€ich burikach. Tedy ovéfit, zda v kvasinkach funguje
jaderny lokaliza¢ni signal, pfitomny v N-koncové ¢asti IL-1a, ktery umoznuje aktivni
transport prekursoru IL-1a do kvasinkového bunééného jadra. Jaderné signaly byvaji
v ramci eukaryot relativné pomérné dobfe konzervované (Malik et al., 1997; Quan et
al., 2008), bylo tedy mozné predpokladat, Ze jaderny transport lidského IL-1a bude
fungovat i v kvasinkach. To potvrdily i naSe experimenty, vyuzivajici produkci prekur-
soru a zralého IL-1a ve fuzi se zelenym fluorescenénim proteinem upravenym pro
pouziti v kvasinkdch (yEGFP). Obr. 2 ukazuje, Ze zatimco zraly IL-la vykazuje
v kvasinkach cytoplasmatickou lokalizaci stejné jako kontrolni prazdny vektor,
prekursor IL-1a je pfitomen pouze v bunécném jadre a jeho transport do jadra je zde
zachovan.

Kam se tedy IL-1 a v kvasinkach vaze?

Pfedchozi experiment studujici subcelularni lokalizaci IL-1a v kvasinkach
potvrdil, Ze jaderny lokaliza¢ni signal v oblasti IL-1aNTP je v kvasinkach funkéni a je
tedy mozné kvasinky vyuzit pro studium jaderné funkce IL-1a. Zraly IL-1a, ktery do
jadra nevstupuje, bylo mozné vyuzit pfi tomto studiu jako negativni kontrolu.
Abychom zjistili, zjakého duvodu je SAGA komplex dualezity pro transkripéné
aktivaéni funkci IL-1aNTP, rozhodli jsme se pokusit se Iépe charakterizovat dfive
popsanou genetickou interakci IL-1a s timto kvasinkovym histonacetyltransferazovym
komplexem.
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Obrazek 2: Subcelularni lokalizace prekursoru IL-1 a a maturovaného proteinu
v bunkach S. cerevisiae. Kolokalizace s DAPI potvrdila jadernou lokalizaci prekursoru IL-1a
(Pre) oznaceného yEGFP, zatimco maturovany IL-la a samotny YEGFP produkovany
z plasmidu pUG36 vykazuji cytoplasmatickou lokalizaci. V pravém sloupci buriky pozorované
v diferencialnim interferenénim kontrastu (DIC). ZvétSeno 600x.

SAGA komplex je u kvasinky S. cerevisiae tvofen pravdépodobné 19-20
podjednotkami a vykazuje modulérni strukturu. Krystalograficka analyza prokazala
pritomnost ¢ty funk&nich modull (Lee et al., 2011) (obr. 3). Tzv. HAT/Core modul
obsahuje mimo jiné proteiny pro katalytickou podjednotku SAGA Gcn5, v ramci
modulu SA_SPT je pfitomen napfiklad protein Spt7, dalezity pro integritu celého
komplexu, a modul SA_TAF obsahuje nékolik Taf protein. Ctvrtym modulem je DUB
modul, ktery katalyzuje deubiquitinaci histonu H2B (Henry et al., 2003).

SAGA komplex pfedstavuje modelovy kvasinkovy histonacetyltransferazovy
komplex, ktery byl v minulosti velmi podrobné studovan. Ponékud méné prozkouma-
nou kvasinkovou histonacetyltransferazou je podstatné mensi ADA komplex, ktery
sdili se SAGA komplexem HAT/Core modul a navic obsahuje tzv. ADA modul (obr.
3). Obecné jsou vSak eukaryotické histonacetyltransferdzové komplexy velmi
konzervované. Lidskou obdobou SAGA komplexu je komplex STAGA obsahujici
homology témér vSech podjednotek SAGA (Martinez et al., 2001).

Protoze naSe predchozi vysledky poukazovaly na genetickou interakci N-
koncové domény lidského IL-1a s proteiny SAGA komplexu S. cerevisiae, pokusili
jsme se prokazat fyzickou interakci vybranych podjednotek SAGA (katalyticka
podjednotka Gcnb, strukturni podjednotky Spt7 a Adal, adaptory Ada2 a Ada3 a
podjednotka Spt8 vazajici TATA-vazebny protein) s IL-1a. Pro tento Ucel jsme vyuZili
kvasinkové kmeny, odvozené od kmene BY4741, produkujici zminéné proteiny ve
fuzi stzv. tagem TAP. Z pfedchozich vysledkid bylo téz patrné, Ze nedochazi
k interakci IL-1la s ADA komplexem, zvolili jsme tedy protein Ahcl, specificky pro
ADA komplex, jako negativni kontrolu. Jako negativni kontrola nam slouzil také zraly
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IL-1a, ktery neobsahuje NLS, nevstupuje do buné&ného jadra a nemél by se tedy
k jadernym histonacetyltransferazam vazat. Interakci vybranych podjednotek komple-
xu SAGA a ADA s prekursorem IL-1la jsme studovali pomoci koimunoprecipitace
s naslednou detekci western blottingem.

Obrazek 3: Modularni struktura kvasinkového SAGA ko mplexu. Tzv. HAT/Core modul
sdili SAGA komplex s histonacetyltransferazovym komplexem ADA, ktery navic obsahuje
unikatni modul ADA, tvofeny proteiny Ahcl a Ahc2. Upraveno podle (Lee et al., 2011).

K naSemu prekvapeni vSak vSechny zminéné proteiny, v€etné Ahcl, bylo
mozné precipitovat z kvasinkovych lyzatl spole¢né s IL-la (obr. 4). Naopak, v
pfipadé zralého IL-1a, neobsahujiciho N-koncovou doménu, k Zaddnym interakcim
nedochazelo. Z téchto a predchozich vysledkd bylo patrné, Ze IL-la se vaze na
kvasinkové histonacetyltransferdzy prostfednictvim N-koncové ¢asti molekuly a oproti
pavodnim predpokladim vykazuje fyzickou interakci také s histonacetyltransferazou
ADA. Oba studované enzymatické komplexy, SAGA i ADA, spolu sdili tzv. HAT/Core
modul, tvofeny proteiny Gcn5, Ada2, Ada3 a Sgf29. Usoudili jsme tedy, Ze
pravdépodobnym mistem vazby IL-1a k témto komplexim bude pravé tento modul.
Naslednou dele¢ni analyzou, pfi které byly geny kodujici vybrané podjednotky SAGA
a ADA komplext v jednotlivych kvasinkovych kmenech nahrazeny kanamycinovou
kazetou (Gueldener et al., 1996), jsme mozné pfimeé interakéni partnery IL-la
v kvasince S. cerevisiae omezili na proteiny Ada2, Ada3 nebo Sgf29 (tyto vysledky
zde nejsou pro jejich rozsah dokumentovany).
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Obrazek 4: Podjednotky SAGA a ADA, identifikované v proteinové m komplexu, ktery
se vaze k IL-1a v S. cerevisiae . Zatimco prekursor IL-1a vykazuje interakci se vSemi
studovanymi podjednotkami SAGA nebo ADA, zraly protein tuto vlastnost postrada.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, IL-1a se vazZe ke studovanym histonacetyltransfera-
zam SAGA a ADA prostifednictvim své N-koncové c¢asti. K pravdépodobnému
vysvétleni interakce lidského IL-1la s kvasinkovymi histonacetyltransferazovymi
komplexy nam napomohlo modelovani terciarni struktury N-koncové &asti IL-1a in
silico pomoci serveru Robetta (Kim et al., 2004). Tato struktura nebyla do té doby
v literatufe publikovana. Nasledné vyhledavani proteint S. cerevisiae se strukturou
podobnou IL-1a-NTP pomoci serveru Dali (Holm a Rosenstrom, 2010) odhalilo, Ze
model IL-1aNTP se napadné podoba terciarni struktufe C-koncové regulacni domény
podjednotky alfa kvasinkové kindzy Snfl. Zminénou doménu jsme nazvali doména
INL (podle Interleukin-1aNTP-Like) a zjistili jsme, Ze tato struktura je konzervovana
také u savcu (obr. 5).

A

Obrazek 5: Struktura IL-1 aNTP se podoba struktu fe C-koncové oblasti katalytické
podjednotky eukaryotické AMP-aktivované kinazy. Predikce terciarni struktury IL-1aNTP
(A), struktura INL domény kvasinkové proteinkindzy Snfl (B) a porovnani struktury INL
domény kvasinkové Snfl a sav¢i AMPK (C; zelené Snfl, Sedé AMPK potkana). Kyselé
aminokyselinové zbytky jsou vyznaleny Cervené.
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Enzym Snfl patfi do skupiny proteinkindz aktivovanych AMP (AMPK) a podili
se na regulaci kvasinkového metabolismu v pfipadé nedostatku glukdzy a vyuzivani
alternativnich zdroju uhliku. N-koncovému peptidu IL-1a se podob& mimo terciarni
struktury také tim, Ze byla popsana funkéni a fyzicka interakce Snfl s podjednotkami
SAGA (Gcenb, Sgf73, Spt3, Spt8 a Ubp8) i ADA (protein Ahcl) komplexu (Liu et al.,
2005; Collins et al., 2007; Wilson et al., 2011). Mutantni kvasinkové kmeny snflA a
snfl-108, obsahujici pouze prvnich 108 aminokyselin Snfl, vykazuji defekt ristu na
agarovych plotnach s 3-aminotriazolem (3-AT) (Liu et al., 2005).

Pokusili jsme se tedy o komplementaci tohoto defektu produkci prekursoru IL-
la a naSe vysledky ukazaly, Ze ve srovnani s IL-1laMat dochazi v dusledku exprese
prekursoru k viditelné supresi zminéného ruastového defektu. NejvétSi efekt byl
pozorovan u kmene snfl-108 na miskach s 10mM 3-AT a glycerolem jako zdrojem
uhliku (obr. 6), coz dava smysl vzhledem k dfive popsané aktivaci Snfl pfi pfechodu
na vyuzivani uhliku z glycerolu (Vincent et al., 2001). NaSe vysledky nejen potvrzuji
hypotézu o strukturni podobnosti INL domén IL-1a a Snfl, ale také naznacuji, Ze pfi
produkci prekursoru IL-1la v S. cerevisiae mohou obé struktury soutéZit o stejné
vazebné misto v ramci histonacetyltransferazovych komplext a podobné to maze byt
i u savcl (Zamostna et al., 2012).

snf1-108/Pre
snf1-108/Mat

Obréazek 6: Céasteéna suprese hypersensitivity kmene  S. cerevisiae snfl1-108 k 3-AT
pomoci produkce prekursoru IL-1  a. V pfipadé produkce prekursoru IL-1a (Pre) je inhibice
ristu potlacena oproti kmeni produkujicimu maturovany IL-1a (Mat). Efekt je patrny zejména
na plotnach obsahujicich zaroven 3-AT a glycerol jako zdroj uhliku.

Zaver

Ackoliv se nezda byt pravdépodobné, Ze by byla kindza Snfl ,kvasinkovym IL-
1la“, strukturni podobnost INL domén IL-1aNTP a Snfl muaze byt vysvétlenim pro
vazbu cizorodého IL-1a na kvasinkové histonacetyltransferdzové komplexy. Diky
kvasinkovému modelu jsme byli schopni identifikovat HAT/Core modul jako pravdé-
podobné misto vazby IL-1la k SAGA a ADA komplexu, dalSi experimenty vSak jiz
budou vyZadovat vyuziti sav€ich bunék, ve kterych byla interakce IL-1a s histon-
acetyltransferdzami téZ popsana (Buryskova et al., 2004). Doposud neni zcela jasné,
jaky funk&ni vyznam ma tato jaderna interakce v regulaci transkripce nebo pfipadné
jiného bunécéného déje. Vzhledem k prokdzané Ucasti IL-1a pfi patogenezi celé rfady
lidskych chorob je vSak vyzkum biologickych funkci této molekuly velice aktualni.
Jakozto ucinné prozanétliva molekula se IL-1a podili na rozvoji revmatoidni artritidy,
Azheimerovy choroby, vaskularni demence, systémové sklerdzy, diabetu, psoriazy,
spondyloartritidy, autoimunitni encefalomyelitidy a nékterych kardiovaskularnich
onemocnéni (Nicoll et al., 2000; Kawaguchi et al., 2004; Rainero et al., 2004; Mee et
al., 2006; Sutton et al., 2006; Yucesoy et al., 2006; Vicenova et al., 2009; Mandrup-
Poulsen et al., 2010). Blokovani patologického pusobeni IL-1a a molekul, se kterymi
IL-la béhem tohoto svého plsobeni spolupracuje, bude tedy zcela jist€¢ mit
terapeuticky vyznam.
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"Galaktéza se vyskytuje v mlé&nych vyrobcich, napf. v mléce.”

*kk

"Amfimixie je, myslim, na pustém ostrové, kdyZ dochazi ke styku mezi bratrem a
sestrou. Nebo by to mohlo byt také mezi otcem a dcerou? Ted nevim."

*kk

Otazka examinatora: "Ve kterém organu dochéazi k oplozeni u &lovéka?" Odpovéd
studenta: "To muze byt rdzné."

*kk

"Ja bych chtéla mit hodné déti, ale pfi studiu ¢lovék nema na nic ¢as."

Otazka: "Podminény reflex". Odpovéd: "Paprsek pfichazejici od potravy se nam spoji
s paprskem pfichazejicim od Zradla."

*kk

"Pfirodni vybér je tak masovy boj o samice."
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eppendorf

Kontinualni UV/VIS + fluorescence v jednom pfistroji

Spektrakularni

Eppendorf BioSpectrometer® fluorescence je jedinecna
kombinace spektrofotometru s fluorimetrem v jednom
Sikovném, univerzalnim, kompaktnim pfistroji. Idealni
pro kvantifikace biomolekul méfrenim absorbance nebo
fluorescence.

Unikatni rozsah mérenych koncentraci od 2,5 pg/pl DNA
aZ do 150 ng/pl a nebo aZ do 1500 ng/pl pfi pouZiti
mikrokyvety Eppendorf pCuvette™ G1.0 pro objemy
od 1,5 pl do 10 pl.

Eppendorf BioSpectrometer® fluorescence kombinuje
mozZnosti méreni v UV/VIS oblasti a méreni fluorescence
ve fixnich vinovych délkach pro stanaveni velmi nizkych
koncentraci nukleovych kyselin a proteind (pg/ul) pomoci
fluorescenénich barvicek.

Otevfena mikrokyveta Eppendorf pCuvette™ G1.0

> Rozsah UV/VIS od 200 do 830 nm, krok T nm.

> Méreni absorbance pri jedné vinové délce nebo
v jednom vzorku vice vinovych délek, proméri spektra,
umi metody s faktory, standardy &i sériemi standardd,
spocita koncentrace a cistoty.

= Fluorescenéni modul umoZiiuje excitaci pfi 470 nm
a méreni emisnich vinovych délek pfi 520 a 560 nm.

> Predprogramované zakladni metody u absorbance
(kvantifikace dsDNA, ssDNA, RNA, BCA, Lowry,
0D600...)

> Predprogramované zakladni metody u fluorescence
(pro bé&iné pouZivané fluorescenéni barvicky).

> UmoZnuje vytvofit a uloZit vlastni metody méreni.

> Maly (29,5 x 40 x 15 cm), lehky pfistroj.

> MozZnost propojit primo do PC bez nutnosti pouzit dalsi
SW nebo prenos dat do USB paméti. Export dat do Excelu.

= Kompatibilni se standardnimi kyvetami i mikrokyvetami.

www.eppendorf.com/photometry
www.eppendorf.cz



Novy real-time PCR pf#istroj LightCycler 96

Na zakladé vice neZ 10-1i let zkuSenosti s Real-time PCR jsme vyvinuli zcela novy gradientovy Light{:ycier@ 96,
ktery splfiuje naroféné poZadavky modemi laboratofe na kvalitu, vykon, design a uZivatelsky prijemny SW.

Nejpfesnéjsi real-time PCR instrument na trhu — opticka vliakna zarucuji pfesné snimani ze
vSech 96-ti jamek zaroven

Gradientovy stfibrny blok umozZnuje velmi rychlié cyklovani, délka trvani amplifikaéniho béhu
< 40min

Moderni, uZivatelsky pfijemny SW Vam usetfi ¢as pfi analyze dat, SW Vas informuje o
ukonceni béhu a naméfrena data Vam odesle e-mailem

Dotykova obrazovka Vam umozni spustit béh bez pouziti externiho pocitace

Pfistroj je velmi tichy, 43dB (A), nebude Vas rusit, ani pokud ho budete mit pfimo na Vasem
pracovnim stole

Vice na www.lightcycler96.com

Mate-li zajem zdarma vyzkouset LightCycler® 96 ve Vaii laboratofi, kontaktujte nds, prosime, na adrese czech applisdscience@roche.com
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