


Zapis ze sch Gaze vyboru GSGM, z. s., konané dne 9. 12. 2015v Brn é

Pritomni: DoskaF, Hola, Kotova, Masek, Nedvera, Relichova, Seda, Smarda, Zadrazil,
Zeleny
Omluveni: Cellarova, Knoll, Miadokova, Slaninova, Tomaska

Program schize:

1. Zhodnoceni €innosti spole¢nosti za obdobi od minulé schuze vyboru

2. Projednani zéalezitosti spojenych s pfejmenovanim spolecnosti

3. Projednani postupu pro Upravu stanov spolecnosti tak, aby odpovidaly pozadavkim
NOZ

4. Zhodnoceni napliné posledniho ¢&isla IL a projednani obsahu pfipravovaného Cisla

5. Schvéaleni novych pfihlaSek za ¢lena GSGM a zafazeni nové pfijatych ¢lent do
evidence, informace o stavu ¢lenské zakladny

6. Plan akci GSGM na dalSi obdobi

7. Rlzné

ad 1)

Pfedseda informoval o akcich, které se uskuteCnily v Brné v uplynulém obdobi zejména
v souvislosti s odkazem J. G. Mendela, kterych se uc€astnili néktefi ¢lenové spole¢nosti.
Bylo konstatovano, Ze tyto akce se tési velkému zdjmu odborné i SirSi vefejnosti a
GSGM je bude nadéle propagovat a podporovat.

ad 2)

Pfedseda informoval o provedené zméné zapsanych Udaju ve spolkovém rejstfiku
mistné pfislusného rejstfikového soudu. Zmeéna se tykd nadzvu spole€nosti tak, aby byl
v souladu s pozadavky NOZ a obsahoval slovo spolek. Pfislusnd zména byla provedena
a novy nazev je Genetickad spole¢nost Gregora Mendela, z. s. (zapsany spolek), ve
zkratce GSGM, z. s.

ad 3)

PFitomni ¢lenové vyboru diskutovali 0 nejvhodnéjSim postupu pro Upravy znéni stanov
spole¢nosti tak, jak vyZaduje NOZ, a o pfipravé navrh( na pfipadné dalSi zmény a jejich
schvalovani. Termin pro pfizpusobeni stanov Upravé NOZ je do 1. 1. 2017. Soucasné
s témito povinnymi Upravami bude vhodné proveést i dalSi zmény, pokud budou navrzeny
a schvaleny. Pfitomni ¢lenové vyboru se shodli na potfebé nékterych zjednoduseni a
aktualizaci ve stavajicich stanovach. Clenové spolegnosti budou informovani a vyzvani
k pfipravé navrha na zmény, které budou nasledné projednany na valném shromazdéni,
jehoz svolani je pfedbézné planovano na jaro 2016. O projednanych navrzich by poté
hlasovalo plénum spolec¢nosti. Za pfipravu a koordinaci aktualizace stanov zodpovidaji
KoCova, Hola, MaSek; kontroluji ¢lenové vyboru (termin pro prvni fazi pfiprav zmén
stanov je do konce Unora 2016).



ad 4)

Velice pozitivné byla hodnocena Uroveri posledniho &isla IL. Prof. Smarda informoval o
materialech, které dosud obdrzel pro nadchazejici Cislo. Pfispévky tykajici se rdznych
vyro€i spojenych s osobnosti J. G. Mendela dodali a pfipravuji néktefi ¢lenové spo-
le€¢nosti (Lizal, Matalova E., Matalova A., Dostal). DalSi pfispévky tykajici se uspésné
obh&jenych doktorskych dizertaénich praci pfipravili jednotlivi redaktofi. Clenové vyboru
se shodli na tom, Ze tyto védecké pfispévky mohou byt v ¢eském nebo anglickém jazyce
tak, jak je ve spolupraci s redaktory poskytnou jednotlivi osloveni absolventi (termin
dodani vSech prispévku do 23. 12. 2015). Dr. Hola navrhla, Ze by pravidelnou soucasti
IL mohly byt informace o probéhlych védeckych konferencich a akcich v oblasti teoretic-
ké i praktické genetiky, poradanych v CR/SR nejen GSGM, ale i dalSimi spolegnostmi.
Dale navrhla, ze by v kazdém budoucim cCisle IL mohly byt postupné predstavovany
jednotlivé vyzkumné skupiny a laboratofe ¢lenii GSGM. Pfitomni ¢lenové vyboru konsta-
tovali, Ze podobné prispévky byly v minulosti v IL publikovany a souhlasili s postupnym
predstavovanim védeckych tymu.

ad 5)

Za uplynulé obdobi byla vyboru doru€ena jedna nova pfihlaSka za ¢lena spolecnosti od
RNDr. Magdy Zrzavé, Ph.D., z Pfirodovédecké fakulty Jiho&eské univerzity v Ceskych
Budéjovicich. Vybor Zadost schvalil a dr. Zrzava byla pfijata za ¢lenku GSGM a je zara-
zena do databaze pod evidenénim c&islem 140. Vybor byl informovany o stavu ¢lenské
zakladny, opravach a doplnénych udajich v databazi ¢lendt GSGM (zména zasilaci
adresy, oprava Udaju, aktualizace ¢lenl). Aktualizovany seznam ¢&lend GSGM bude
zvefejnény na webovych strankach. Pfitomni ¢lenové vyboru se tichou vzpominkou roz-
loucili se zesnulym dlouholetym a ¢estnym &lenem spole¢nosti doc. V. Orlem.

ad 6)

Prof. TomaSka se spolupracovniky navrhuje usporadat dalSi seminaf zaméfeny na
vyuku na €eskych a slovenskych univerzitach, tentokrat na téma: Praktick& cvi¢eni z ge-
netiky a molekularni biologie v bakalafském a magisterském stupni studia. Cilem semi-
nafe by bylo vzajemné se informovat o formé a narocnosti praktickych cvi¢eni, logistice
a zajmu studentu o tuto vyuku. Prostor by byl vénovany vyznamu praktickych cviceni pro
rozSifeni znalosti a dovednosti studentd a v neposledni fadé i podminkam pro jejich
absolvovani a zpusobu hodnoceni. Pfedchozi vyukovy seminar byl velice kladné hodno-
ceny a Clenové vyboru se jednoznacné shodli na tom, Ze by takovéto seminare mohly
patfit mezi pravidelné akce GSGM. DalSi seminar by v budoucnu mohl byt zaméfen na
to, jak jsou na jednotlivych univerzitadch do vyuky zafazeny pokroky a novinky v genetice
(navrh prof. Zadrazila). Planovany seminéf byl pfedbézné navrzen na posledni kvétnovy
tyden 2016. Termin bude upfesnén po projednani s feditelem Mendelova muzea, kde by
bylo vhodné seminar opét uskutec€nit (zodpovidaji prof. Toméaska, prof. DoSkar).

ad 7)
Byly diskutovany nékteré otazky tykajici se pfipadnych zmén stanov GSGM. Dale se
diskutovala mozna napln planovaného vyukoveého seminare. Zaznél navrh na vlozeni
pfimych odkaz(i na Mendelovo muzeum, Mendelianum a dalSi uzite€né instituce na
webové stranky GSGM.

Zapsala: M. Ko¢ova
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Vitézslav Orel zasv étil zivot badani o Mendelovi

‘ Dne 13. srpna 2015 nas opustil doc. RTDr. Vitézslav Orel,
DrSc. Spole¢né s prof. Jaroslavem Kfizeneckym byl nej-
vyznamnéjSim povaleCnym badatelem vénujicim se G. Men-
delovi. Narodil se 29. kvétna 1926 v Liskovci u Kory€an. Jeho
otec v ném péstoval zajem o pfirodu a chov zvifat, a proto se
po studiu a maturit¢ na kyjovském gymnéziu stal fadnym

) studentem Vysoké Skoly zemédélské v Brné, kde ziskal titul
4 ' RTDr. Béhem studia navstévoval pfednasky z genetiky ve

slechtltelstw zvirat prof. Jaroslava Kfizeneckého, kde se seznamil s roli J. G. Mendela v

pocatcich tohoto oboru. Vliv profesora Kfizeneckého byl na Orla zcela zasadni a ovlivnil

jeho zdjem o védu a védecké postupy. Mendelismus vSak nebyl oficialné povolenym
smérem badani a obéma zpusoboval komplikace. Po studiich Orel nastoupil do

Vyzkumného Ustavu dribezarského pramyslu v Brné, kde pracoval jako vyzkumny

pracovnik. Pro svoje nazory byl koncem 50. let pfesunut do vyroby mimo Brno. Roku

1963 byl rehabilitovan prof. Kfizenecky, ktery tou dobou pracoval na znovuobnoveni

Mendelova muzea - Mendeliana pod hlavickou Moravského zemského muzea v prostoru

Opatstvi na Starém Brné. Spole¢né se tak stali ochranci odkazu G. Mendela a postarali

se o vyty€eni védeckych cilt této muzejni instituce. V jeho Cele Orel stanul roku 1965,

po nahlém umrti prof. Kfizeneckého koncem roku 1964, a vedl jej az do roku 1991, kdy

byl nucen se vzdat verejnych funkci kvuli zdravotnim komplikacim. Roku 1969 mu byla
na Vysoké Skole veterinarni udélena akademicka hodnost docenta. O dvacet let pozdéji
byl ocenén Univerzitou Karlovou, kde ziskal titul DrSc.

Docent Vitézslav Orel zaméfil svoji védeckou praci na vyzkum odkazu Gregora
Mendela a souvislosti s védeckym badanim na Moravé. Zcela jednozna¢né prokazal roli
opata Nappa v Mendelovych vyzkumech a ovlivnéni Mendela historickym vyvojem
Slechtitelstvi na Moravé. Orel byl tak jednim z prvnich, kdo interpretoval Mendela v
SirSim kontextu. Za svuUj zivot publikoval pfes 200 védeckych praci, stal u zrodu ¢asopisu
Folia Mendeliana, ktery ve své dobé predstavoval zakladni informacni zdroj o Mendelovi
a jeho praci. Zhorsujici se zdravotni stav vSak nebyl docentu Orlovi limitem. Jako jeden
z mala cCeskych autori byl zafazen do publikaci prestizniho nakladatelstvi Oxford
University Press a jeho kniha o Mendelovi vydand zminénym nakladatelstvim patfi mezi
Spickové monografie vénované historicky vyznamné védecké osobnosti.

Doc. Orel zil plny Zivot s manzelkou Olgou, synem Markem a pozdéji i vnhoucCaty.
S jeho odchodem jsme pfiSli o svétové uznavanou védeckou osobnost na poli historie
védy, a jedinecny zdroj informaci k Mendelovu Zivotu a pozadi jeho vyzkuma. Zbylo ndm
dilo, které si dovolim nazvat jako nesmrtelné. Cest jeho pamatce.

Mgr. Ondrej Dostél, Ph.D.



Katedra genetiky a mikrobiologie P Firodov édecké fakulty Univerzity Karlovy
v Praze: historie a sou €asnost
(upraveno a dopln éno na zaklad é prednasky na genetické konferenci GSGM 2014 )

Dana Hol4, Stanislav Zadrazil

Univerzita Karlova v Praze, Pfirodovédecka fakulta, katedra genetiky a mikrobiologie,
Vini¢na 5, 128 43 Praha 2 — Nové Mésto

Historie

Katedra genetiky a mikrobiologie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy
v Praze (PfF UK) slavila v roce 2014 55 let od svého zaloZeni. PfestoZe to jisté neni
zanedbatelné Cislo, historie genetiky na prazské Univerzité Karlové je jeSté mnohem
starSi. Jeji poCatek mazeme datovat témér do r. 1900, kdy doSlo ke znovuobjeveni
Mendelovych pravidel o dédi¢nosti znakl a genetika se postupné zacala etablovat jako
novy, nesmirné dilezity védni obor. Jak je zndmo, jako prvni umoZnily dokazat platnost
Mendelovych pravidel pokusy s riuznymi rostlinnymi druhy. Neni tedy divu, Ze i v Praze
se genetika zaCala rozvijet nejprve v rdmci vyzkumu provadéného na rostlinach. V té
dobé se pfirodni védy vramci tehdejSi Ceské i némecké casti Karlo-Ferdinandovy
univerzity pfednaSely na Filosofickych fakultach, a to v€etné botaniky a s ni souviseji-
cich oboru. Na pfelomu 19. a 20. stoleti ziskaly pfirodovédecké obory obou prazskych
Filosofickych fakult nové univerzitni budovy v Benatské (némecka ¢ast) a Vinicné (Ceska
¢ast) ulici na Novém Mésté. Pfi této prilezitosti byl tehdejsi asistent profesorl
Celakovského a Vejdovského na &eské Karlo-Ferdinandové univerzité a &erstvé
jmenovany docent Bohumil Némec povéfen v letech 1899-1901 vybudovanim Ustavu
pro fysiologii rostlin, v jehoz rdmci se vyzkum a posléze i vyuka v oblasti genetiky na UK
poprvé zacaly prakticky provadét.

Bohumil Némec (1873-1966) se zabyval téméF vSemi oblastmi biologie rostlin
(cytologie, karyologie, anatomie, fyziologie, imunita, parazitismus, symbiosa, patologie
aj.), které byly i zaméfenim ustavu, a byl v nich skute¢né vynikajicim, celosvétové
znamym odbornikem. PfedevSim diky nému byl pfes finan¢ni i materialni problémy
prazsky Ustav pro fysiologii rostlin jiz pfed 1. svétovou valkou mezinarodné uznavan. |
kdyz Némec nebyl svym zaméfenim pfimo genetik, o tuto nové vznikajici disciplinu se
zivé zajimal, pfedpovidal ji velkou budoucnost a zna¢né praktické uplatnéni. Byl to
pravé on, kdo jako prvni informoval ¢eskou védeckou vefejnost o studiich Huga de
Vriese, Carla Corrense, Ericha von Tschermak-Seysenegg a dalSich védcu, ktefi na za-
Catku 20. stoleti pravidla dédi¢nosti studovali. Mnoho studentl genetiky jeSté o témér
dvé generace pozdéji s potéSenim vzpominalo na Némcovu u€ast na genetickych semi-
narfich, jeho Zivé zapojovani do diskuzi a skvéle vypravéné pribéhy a vzpominky. V ro-
ce 1903 byl Némec jmenovan mimoradnym profesorem a v r. 1907 fadnym profesorem.
Kratce po vzniku samostatné Ceskoslovenské republiky se stal dékanem Filosofické fa-



kulty UK a velmi se angazoval v oddéleni pfirodnich véd od humanitnich obord a vzniku
samostatné Pfirodovédecké fakulty, k némuz do3lo v r. 1920. Ustav pro fysiologii rostlin
tehdy preSel na tuto fakultu a dva Némcovi Zaci — Jan Kofinek a Artur BroZzek — vytvofrili
a vedli v ustavu mikrobiologické, resp. genetické oddéleni, z kterych se stalo druhé a
tfeti hlavni oddéleni Ustavu.

Artur Brozek (1892-1934) a jeho vlastnoruéni protokol o hybridizacich s kejklifkou

Pravé Artura Brozka lze povazovat za skute¢ného zakladatele genetiky na
prazské UK. Brozkova uloha v rozvoji genetiky v naSi zemi bohuzel dodnes neni plné
docenovana, mozna diky nesmirné skromnosti, kterou se vyznacoval. | kdyZz doktoréat
ziskal uz r. 1907, nemohl na univerzité zlstat (nebylo zde tehdy pro néj volné misto) a
musel se Zivit jako stfedoSkolsky profesor. | pfesto vSak nasSel ¢as k tomu, aby se véno-
val pokracovani svych vyzkum, které zahdajil béhem svého vysokoSkolského studia a
které se tykaly biometriky a statistickych pravidel ve studiu bezobratlych (mél vynikajici
matematické vzdélani). To ho pfirozené dovedlo ke genetice a k Mendelovym pravidliim
dédi¢nosti. Pozdéji, kdyz se jeho osobni situace ponékud vylepSila, za¢al znovu spolu-
pracovat s univerzitou a zahajil své komplexni, rozsahlé a velice pracné pokusy na
kejklifce (Mimulus). Jejich vysledky odhalily celou fadu zajimavych aspektl souviseji-
cich s dédi¢nosti barvy kvétd u tohoto druhu, mimojadernou dédiénosti aj. Casteéné i na
jejich zakladé pozdéji napsal ucebnici ,Nauka o dédi¢nosti“, ktera byla publikovana v r.
1930. BroZzek sam se v r. 1920 stal vysokoSkolskym pedagogem a o sedm let pozdéji
prvnim profesorem genetiky na UK v Praze (a prvnim profesorem genetiky v Cesko-
slovensku!). V letech 1924-1925 také vyjel na staz do USA, kde pracoval v laboratofich
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jiz tehdy svétoznamych genetikd C.B. Davenporta a T.H. Morgana. Z Morganovy
laboratofe si doml do Prahy dovezl kolekci mutantnich octomilek (Drosophila melano-
gaster), kterou potom pouzival jako demonstraéni materidl pfi svych prednaskach a
praktickych cvi€enich. BroZek byl také prvnim prekladatelem plvodni Mendelovy studie
z némciny do €estiny a netinavnym popularizatorem genetiky mezi odbornou i neodbor-
nou verejnosti.

Brozkovym nastupcem v Cele genetického oddéleni
Ustavu pro fyziologii rostlin se po jeho dmrti v r. 1934
stal Karel Hruby (1910-1962). Ten se sice povazoval
spiSe za zaka prof. Némce nez Brozka, ale pokraCoval
v praci obou svych predchudcu a zabyval se rlznymi
biometricko-genetickymi a cytologickymi problémy, ze-
jména u rostlin (i kdyz byl také zaroven velmi aktivnim
entomologem). V oblasti genetiky je znam pFfedevSim
svymi pracemi tykajicimi se taxonomie rlznych druhu
Salvéji (Salvia) a dédi¢nosti nékterych morfologickych a
biochemickych znakd u tohoto rodu i u dalSich rostlin.
V této tématice potom na univerzité pokraCovala i fada
jeho zaka. R. 1937 byl jmenovan docentem a nasleduji-
ciho roku absolvoval stdz v Anglii na tehdy (a dodnes)
velmi prestiznim genetickém pracovisti John Innes
' Horticultural Institution, v laboratofi C.D. Darlingtona.
Tato stdZz vyznamné prispéla k jeho zajmu o pomologické studie a praktické kfizeni
ovocnych stromu; néktefi z jeho kfizencu jabloni, hrusni nebo tfeSni dodnes preZivaji
v experimentalni zahradé PfF UK na prazském Albertové. Jeho védecka a pedagogicka
kariéera bohuzel velmi utrpéla némeckou okupaci v letech 1939-1945; po zavieni
Ceskych vysokych Skol pracoval nejprve kratce jako stfedoSkolsky profesor, poté byl
nasazen jako délnik v Junkersu. Pfesto genetice zustal vérny a r. 1943 uvefejnil
popularné-nau¢nou publikaci ,Tvofime s pfirodou”, kter4 se stala inspiraci a pfivedla
k biologii a genetice mnoho mladych lidi v povale€nych generacich.

Po skonc€eni druhé svétové valky r. 1945 se profesor Hruby velmi angaZoval
v propagaci genetiky a lze ho prdvem povazovat za jednoho z nejvyznamnéjSich zakla-
datell povale¢né Ceské genetiky se znacnym vlivem i na slovenska pracovisté. Vratil se
ke svému povolani vysokoskolského pedagoga (r. 1945 byl jmenovan profesorem) a
pracoval jako vedouci genetického oddéleni Ustavu anatomie a fysiologie rostlin (tehdy
sidliciho jiz plné ve Vinicné 5). 1947 byl pro néj velmi UspéSnym rokem — byl
reprezentantem UK na VII. mezinarodnim genetickém kongresu ve Stockholmu, zalozil
a oteviel Brozkovu genetickou zahradu na Albertové a predevsSim osamostatnil
genetické oddéleni Ustavu anatomie a fysiologie rostlin jako Geneticky Ustav (ze
zbyvajicich oddéleni vznikl Mikrobiologicky Gstav vedeny Janem Kofinkem a Ustav
anatomie a fyziologie rostlin vedeny Sylvestrem Pratem). R. 1948 vydal prof. Hruby dalSi
védecky-popularni knihu ,Eugenika®. Pfiznivy rozvoj nové vzniklého Ustavu vSak netrval
dlouho. ,Vitézny unor” r. 1948 znamenal pocéatek Fady reorganizaci vysokych sSkol na
zakladé sovétskych zkuSenosti a zejména nastupujici lysenkismus a boj proti genetice
jako ,burzoazni pavédé“. Prof. Hruby vSak presto i vtéto nelehké dobé v neoficialni
vyuce genetiky pokracoval a zvyzkumného hlediska u nas polozil zaklady studia
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mutageneze rostlin, vétSinou s aplikacnim pfinosem (odolnost brambor vici rakoving,
zvySovani obsahu alkaloidd v léCivych rostlinach, schopnosti opylovani ovocnych
stromu).

R. 1950 byly samostatné ustavy vzniklé o tfi roky dfive opét zruSeny a ve Vini¢né
a Benatské vznikla ze vSech téchto Ustavu jedina Katedra botaniky (alespon Ze vedouci
oddéleni byli zachovani a odborna zaméreni pokracovala). Znacna nesourodost a ob-
tizna ovladatelnost tohoto kolosu vedla ovSem jiz r. 1952 Kk jejimu rozpadu na dvé kated-
ry — katedru botaniky (se sidlem v Benéatské) a katedru fyziologie rostlin, mikrobiologie a
genetiky (se sidlem ve Vini¢né). Tehdy se slovo genetika poprvé objevilo v oficialnim
nazvu jedné z kateder fakulty. Ta slu¢ovala puvodni odborna zaméreni genetiku, mikro-
biologii a anatomii a fyziologii rostlin, a navic méla i ¢tvrté oddéleni pudni mikrobiologie.
Kromé kratké existence téchto rGznych organizaCnich Gtvarl a nutnosti zabezpedit
predevSim teoretickou a praktickou vyuku studentt (tehdy vétSinou ucitelského sméru)
doSlo v letech 1953-1958 k dalSi nesmysIné reorganizaci, tentokrat na drovni fakulty —
PFF zanikla a vytvorily se tfi samostatné fakulty: Biologicka, Matematicko-fyzikalni (jejiz
soucasti byla i chemie) a Geologicko-geograficka. Nastésti fakultni pfedstavitelé zacho-
vavali alespon zékladni vyukovou spolupraci. Zvlasté odtrzeni biologie od chemie zne-
hodnotilo vyhodu kazdé pfirodovédecké fakulty, proto po r. 1958 doslo opét k obnoveni
PFF (pfi zachovani Matematicko-fyzikalni fakulty tentokrat bez chemie).

Po znovuobnoveni PfF v jejim plnohodnotném uspofadani r. 1959 doSlo mj.
k dalSi reorganizaci kateder a tehdy vznikla samostatna katedra fysiologie rostlin a ptdni
mikrobiologie, a kone¢né i prvni samostatna katedra mikrobiologie a genetiky, ktera (byt
v nasledujicich letech doznala nékolika pfejmenovani), zastava zachovana dodnes. Bylo
nesrovnalou zasluhou prof. Hrubého, Ze genetiku na PfF UK v Praze pfeved| pfes tato
boufliva obdobi bez zvlaStnich karambolu a zajistil se svymi spolupracovniky u studentu
dostate¢né povédomi o existenci genetiky a jejim vyznamu pro biologické védy a
spole¢nost. V r. 1958 znovu reprezentoval tehdejSi C¢eskoslovenskou genetiku na X.
mezinarodnim genetickém kongresu v Montrealu a pravé zde navrhl, aby se sté vyroci
Mendelova objevu oslavilo uspofadanim mezinarodniho kongresu v Mendelové matef-
ské zemi, coZz se posléze o sedm let pozdéji skute¢né podafilo. | kdyZz byl Hruby mezi-
narodné uznavanym védcem, pro tehdejsi vedeni socialistického Ceskoslovenska nebyl
dostate¢nym ,kadrem“ vhodnym pro vedeni nové katedry. Zustal tak na postu vedouciho
oddéleni genetiky a vedoucim katedry se stal Jifi Starka (1919-2003), ktery si vzhledem
ke svému zaméfeni na fyziologii a biochemii mikroorganismu ponechal i vedeni mikro-
biologického oddéleni katedry. Doc. Starka, zaméfeny védecky na rust a déleni bakte-
ridlni buriky, vénoval velkou pozornost vyuce a postgradualnimu studiu, konani semina-
fu (mikrobiologicky i geneticky) a poprvé i Uzké spolupraci s vedoucimi pracovniky
Mikrobiologického ustavu (MbU) tehdejsi Ceskoslovenské akademie véd (CSAV) a
Potravinarské fakulty Vysoké Skoly chemicko-technologické — tehdy doslo k prvnimu
pokusu o jakousi integraci mikrobiologickych pracovist v Praze.

R. 1959 tedy katedra vstoupila do relativné stabilniho a odborné klidného obdobi.
Jan Necasek, Zdena Hlavackova, FrantiSek Kaprélek, Jifi Starka, Vojtéch Zavada,
Nadézda AvratovSC¢ukova, Bohumil Knize, Jaroslav Drobnik, Jarmila Tomkova, Eva
Kouteckd aj.). Z hlediska genetiky se stale uplatiiovala Hrubého Uspésné taktika
zafazovani specializacnich ,praktickych” pfednasek (zaméfenych napf. na Slechtitelskou
ochranu rostlin, plemena hospodarskych zvifat, hodnoceni pokusu, odrady kulturnich
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rostlin), zatimco obecna genetika ve vyuce Castecné chybéla. V té dobé musela byt
stéle v urcitém utajeni, ale r. 1961 (na pocatku uvolfiovani genetické recese v socialistic-
kych zemich) vySla vyznamn& Hrubého ucebnice ,Genetika“, kterd byla na dlouhou
dobu nasi zakladni genetickou encyklopedii a vysokoSkolskou uéebnici. Nasledujiciho
roku se podafilo zakotvit Hrubého pfednasku Obecna genetika i do zakladni vyuky.
BohuZel, vtémZe roce prof. Hruby tragicky zahynul pfi havarii exkurzniho autobusu.
Jeho pfednasku i vedeni genetického oddéleni okamzité prevzal Jan Necasek, Zdena
Hlavackova prevzala vedeni seminaru z genetiky a NadéZzda Avratovscukova Brozkovu
genetickou zahradu. Tyto skute¢nosti svédcCily o vysokém stupni sehranosti a zastupi-
telnosti pracovnikl v kolektivu katedry.

V prvni poloviné 60. let se na katedife zformovala pracovni skupina biofyziky
vedena Jaroslavem Drobnikem (1929-2012) s podporou Vladimira Vondrejse (*1937),
zameéfena na studium nukleovych kyselin, vlivu ionizujiciho a radioaktivniho zareni,
beztyminovou smrt a replikaci DNA. Mohla tézit jiz z vysledka urcité rehabilitace geneti-
ky (r. 1965 mendelovsky kongres v Brné ke 100. vyroCi zvefejnéni Mendelovych gene-
tickych experimentt; Usneseni viady CSSR k rozvoji genetiky) a v r. 1967 se preménit
na samostatné oddéleni biofyziky. V tomto roce doslo také ke zméné nazvu katedry na
katedru genetiky, mikrobiologie a biofyziky. Jaroslav Drobnik viak byl r. 1969 (tehdy fun-
goval i jako prodékan fakulty) z politickych divodu zbaven vedeni a r. 1970 propustén
z PiF (ziskal misto v Ustavu makromolekularni chemie CSAV). Biofyzika byla posléze
prevedena pod katedru ochrany Zivotniho prostrfedi, kde se pozdéji rozpadla. Podobny
osud postihl i genetiku Zivoc&ichd, tentokrat pfevedenou na katedru zoologie.

Doc. Starka za dobu svého UspéSného pulsobeni na katedfe vydal vynikajici
uCebnici ,Fyziologie a biochemie mikrobd“. Vr. 1968 ale odjel na studijni pobyt do
Francie, znéhoz se 1970 uZ nevrétil a byl ve vedeni mikrobiologického oddéleni
nahrazen FrantiSkem Kapralkem a Vojtéchem Zavadou. Vedeni katedry prevzal Jan
NecCasek (1925-1998), genetik-mykolog. Kromé dulezité pedagogické cinnosti (autor
ucebnice ,Obecna genetika“ vydané r. 1979) se experimentéalné vénoval mutagenezi u
bakterii a vlivu zevniho prostfedi. 1971 byl spolu s Vitézslavem Orlem z Mendeliana
Moravského zemského muzea v Brné inicidtorem, zakladatelem a prvnim pfedsedou
sekce obecné genetiky Ceskoslovenské biologické spoleénosti, ktera byla predchidcem
naSi Genetické spole¢nosti Gregora Mendela. Za jeho vedeni byly rovnéz zavedeny
noveé prednasky typu ,Pokroky v ...“ ,Vybrané kapitoly z ..."“ apod. Podobné jako Starka
se ani NecCasek nestal vdobé svého pusobeni profesorem (Starka se pak stal
profesorem ve Francii) a i kdyZ to nebylo jist¢ hlavnim ddvodem, z Prahy posléze
odeSel, sice ne do emigrace, ale do Ceskych Budé&jovic, &imz vyresil i urgité rodinné
potfeby. Tam se v Ustavu molekularni biologie rostlin CSAV zabyval rostlinnymi genovy-
mi manipulacemi a biotechnologiemi. Jeho pedagogické i vyzkumné ukoly v Praze ihned
prevzal Petr Pikalek.

R. 1978 prevzala po NecCaskovi vedeni katedry Olga Bendova (1929-2010), téhoz
roku jmenované profesorkou mikrobiologie, ktera byla pracovné zaméfena na biologii
kvasinek. Ta s definitivni platnosti vyfeSila situaci kolem biofyziky a katedra se vratila
k pGvodnimu nazvu s mutaci poradi obori — katedra genetiky a mikrobiologie. Tento
nadzev uz se udrzel az dodnes. Dr. Bendova iniciovala po konzultacich s Vladimirem
Vondrejsem, Vojtéchem Zavadou a Stanislavem Zadrazilem vznik pracovni skupiny
biologie kvasinek a jejich genovych manipulaci, coz pfedznamenalo trvalou katedrovou
aktivitu tehdy externiho ucitele molekularni biologie a genetiky Stanislava Zadrazila, a
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uzavieni dohody s Ustavem molekularni genetiky (UMG) CSAV o vytvoreni spole¢ného
vyzkumného pracovisté obou instituci, Laboratofe genovych manipulaci, vedené
Vondrejsem a Zadrazilem (1985). Nové vedeni katedry vénovalo pozornost i stavebnim
Gpravam v budové Vini¢na 5 pro potfeby katedry.

Vr. 1989 se stal vedoucim katedry (spiSe na natlak volby akademické obce,
protoZze sdm na to nikdy neaspiroval) mikrobiolog a virolog Vojtéch Zavada (*1929),
zapaleny ucitel s vynikajicimi virologickymi pfednaskami a zasluhami o moderni vyuku
molekularni biologie a virologie a nositel pedagogického ,velemloka“ (nejlepsi pedagog
podle hodnoceni studentt). V tomto obdobi byly pfedevSim od¢inény politické kfivdy z
minulosti na nékterych pracovnicich katedry, ktefi nyni konecné& mohli ziskat tituly
docentd, které jim jiz davno néalezely (Vondrejs, AvratovScukova, Hendrychova). Po
kratké dobé, zacatkem r. 1991, Zavada pfedal vedeni katedry Stanislavu Zadrazilovi
(*1935), biochemikovi a molekularnimu biologovi z UMG CSAV, dlouholetému externimu
uciteli molekularni biologie na PfF UK v Praze. Kromé jinych vyraznych zasluh o vyuku
molekularni biologie na UK Zadrazil také uz dfive prelozil dvé uCebnice molekularni
biologie, ve své dobé znacné chvalené jako vysokoSkolské ucebni pfiru¢ky. Vr. 1992
byl jmenovan prvnim profesorem molekularni biologie v historii UK v Praze. Byl prvnim,
kdo byl vybran ve skute¢né regulérnim konkurzu na vedouci pracovniky fakulty a na
katedru genetiky a mikrobiologie s sebou pfived! i dalSi zaméstnance s praxi ze spolec-
ného pracovisté s CSAV (Jitka Forstova, Zdena Palkova, Martin Pospisek). Ti po doho-
dé s novym feditelem Biotechnologického Ustavu UK v Praze (navrativsim se prof.
Drobnikem) zaplnili do¢asné i néktera volnd mista na jeho pracovisti a v sou¢asnosti
jsou vedoucimi vyzkumnych skupin katedry (viz dale). Velmi rychle tak bylo vytvofeno
opét treti oddéleni katedry, tentokrat zaméfené na molekularni biologii a molekularni
genetiku (bunétné a genové manipulace s mikrobialnimi burikami, transgenni mikro-
organismy s heterologni expresi cizorodych gena, poprvé v historii katedry i experimen-
talni virologie s modelem polyomaviru). Tim také byla na jednom pracovisti definitivné
sjednocena vyuka molekularni biologie a genetiky, zahajena v Sedeséatych letech 20.
stoleti na fakultnich katedrach biochemie (Zadrazil) a genetiky a mikrobiologie
(Vondrejs, Zavada, Drobnik).

Velmi vyznamnym impulsem pro vyuku a vyzkum vtomto obdobi bylo i nové
nastartovani postgradualniho doktorského studia na arovni oborové rady Molekularni a
buné&né biologie, genetiky a virologie, ktera se stala organizacnim jadrem koordinova-
ného studia biomediciny na PfF a lékarskych fakultach UK v Praze za spoluprace
astavi CSAV (po r. 1993 Akademie véd Ceské republiky — AV CR) na zékladé dohody
mezi UK a AV. Déle nez dvacetileté trvani této koordinace (celkem 21 oborovych rad) je
povazovano Akreditacni komisi Ministerstva Skolstvi, mladeze a t&lovychovy (MSMT) za

R. 1998 vystfidal ve vedeni katedry Stanislava Zadrazila Petr Pikalek (*1943),
Necasklv zak, zaméfeny mnohem vice pedagogicky. Velmi znamé byly predevsim jeho
prednasky obecné genetiky pro nebiologické obory na fakulté. Pravé pod jeho vlivem
prestala existovat oborova oddéleni, kterd se zménila na Ctyfi specializacni zaméfeni
(genetika, molekularni biologie, virologie a mikrobiologie). Na pfelomu stoleti (a tisicileti)
byl pro organizaci a mezinarodni hodnoceni studia zaveden i kreditni systém. V obdobi
2004-2010 se ujala vedeni katedry Zdena Palkova (*1962), vr. 2008 jmenovana
profesorkou genetiky, molekularni biologie a virologie. Pod jejim vedenim dosSlo
z administrativniho hlediska k definitivnimu ustaleni poc¢tu magisterskych studijnich
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zaméfeni ve dvou katedrovych oborech (Genetika, molekularni biologie a virologie,
Mikrobiologie) na 6 + 1 (viz dale). Bezprostfedné nasledujicim vedoucim katedry byl od
r. 2010 mikrobiolog Ivo Konopéasek (*1958), ktery se soustfedil na stabilizaci mikrobiolo-
gické Césti katedry a na Fizeni a €innost druhé oborové rady situované na katedfe
(Mikrobiologie, rovnéz zahrnuta do koordinace doktorskych studijnich programu
v biomedicing). Katedra v té dobé experimentélné velmi Gzce spolupracovala pfedevsim
s MbU AV CR, ale i s dalsimi akademickymi nebo rezortnimi vyzkumnymi Gstavy.

Vr. 2013 nastoupil jako zatim posledni vedouci katedry lvan Hirsch (*1946),
absolvent biofyzikalniho postgradualniho studia na katedie, ktery se na pracovistich
doma i v zahraniCi (vletech 1989-2013 pracoval jako vyzkumny feditel v INSERM,
Marseille, Francie) vénoval virologii, pfedevsim retrovirim. Po navratu na fakultu zahajil
dalsi intenzivni vyzkumnou spolupraci s AV CR (UMG, Ustav organické chemie a
biochemie). Pod jeho vedenim ¢&ast vyzkumnych tym( katedry pravé v soucasnosti
prochazi stéhovanim do nové postaveneého vyzkumného centra excelence BIOCEV ve
Vestci u Prahy, spoleéného pracovisté vybranych fakult UK v Praze a Gstavii AV CR.
Hlavnim zdrojem finanénich prostfedkli na vybudovani centra je Evropsky fond
regionalniho rozvoje. Katedra tim rozSifuje experimentalni prostory (pficemz si zachova-
va i laboratofe a seminarni mistnosti ve svém tradicnim sidle ve Vinicné 5, které
v poslednich deseti letech také prosly naro€nou rekonstrukci a modernizaci) a nabizi
svym studentim moZznost prace se skute¢né Spi¢kovym pristrojovym vybavenim.

Souéasnost

Katedra genetiky a mikrobiologie je v sou€asné dobé jednou z nejvétSich kateder
biologické sekce PfF UK v Praze, svice nez 70 zaméstnanci. V r. 2015 bylo sloZeni
katedry nésledujici: 2 profesofi, 3 docenti, 16 odbornych asistentu, 3 lektofi, 35
vyzkumnych pracovnikd a 17 technickych pracovnikd. Na katedfe nyni existuje nékolik
vyzkumnych skupin, které se zabyvaji vyzkumem v rdznych oblastech molekularni a
bunécéné biologie, genetiky, mikrobiologie a virologie.

V Laboratofi virologie (vedouci Jitka Forstova) je vyzkum orientovan predevsim
na malé DNA viry z &eledi Polyomaviridae a Hepadnaviridae. Clenové laboratofe studuiji
interakce vird a jejich produktd s rdznymi strukturami hostitelskych bunék a funk&ni
disledky téchto interakci. Zabyvaji se rovnéZz moZznostmi vyuZiti virovych kapsid a
pseudokapsid v genové terapii a/nebo importu biologicky aktivnich latek do savcich
bunék, stejné jako vyzkumem vedoucim k pfipravé veterinarnich vakcin proti prase¢im
cirkovirdm a bovinnim papillomavirim. Skupina lvana Hirsche studuje vramci této
Laboratofe roli pfirozené imunity pfi eliminaci genomu viru Hepatitidy B z jader
infikovanych bunék. Tato skupina se rovnéz dlouhodobé zabyva moznosti eradikace
rezervoaru HIV rezistentniho na IéCbu kombinovanou terapii. Jsou zaroven cleny
vyzkumného projektu spoleéného biotechnologického a biomedicinského centra AV CR
a UK v Praze BIOCEV, a to v rdmci programu Bunécna biologie a virologie.

Nedavno se katedra rozsifila o dva dalSi vyzkumné tymy (vedouci Ruth Tachezy,
Michal Smahel) zabyvajici se vyzkumem v oblasti virologie, a to lidskymi papillomaviry.
Jejich Clenové jsou rovnéz aktivné zapojeni do centra BIOCEV (program Bunécna
biologie a virologie) a kromé katedry jsou sou¢asné asociovani i s Ustavem hematologie
a krevni transflize. Vénuji se charakterizaci a imunoprofilovani nadort asociovanych s
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Soucasny pohled na budovu a Laborator virologie na adrese Vini¢na 5, kde sidli Katedra
genetiky a mikrobiologie.

lidskymi papilomaviry, identifikaci cilt pro jejich diagnostiku a terapii a optimalizaci DNA
imunizace proti ttmto nadoram.

Laboratof fyziologie bakterii (vedouci Ivo Konopéasek) se zabyvéa funkci bakterial-
nich toxinl, které plsobi na cytoplazmatickou membranu cilové bunky. Déle se vénuje
adaptaci bakterialni membrany ke stresum a jeji interakci s povrchové aktivnimi latkami,
a také interakci bakterialnich bunék s nanomaterialy. Skupina vyuziva kromé tradic¢nich
mikrobiologickych pfistupl také pestrou Skalu biofyzikalnich metod: metody zaloZzené na
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fluorescencni spektroskopii a mikroskopii, vodivostni méfeni na lipidovych dvojvrstvach,
rentgenostrukturni analyzu, metody analytické chemie (plynova a kapalinova chromato-
grafie) a vypocetni metody pro stanoveni struktur proteing.

Vyzkumna problematika Laboratofe genetiky bakterii (vedouci Irena Licha) je
zameéfena na regulaci obecné stresové odpoveédi u modelové bakterie Bacillus subtilis a
adaptivni mutagenezi v disledku pusobeni fyzikalnich stresoru. DalSi tématikou, kterou
se Clenové laboratofe zabyvaji, je studium fyziologickych mechanizm(, které pudnim
bakteriim dovoluji vyrovnavat se s Ucinky chemickych latek kontaminujicich v dusledku
lidské €innosti padni prostredi.

Hlavnimi tématy vyzkumu v Laboratofi biologie kvasinkovych kolonii (vedouci
Zdena Palkovd) jsou molekularni aspekty vyvoje a extracelularni signalizace u kolonii
kvasinek jakozto modelu mnohobuné&né organizované struktury. Také tento tym je plné
zapojen do biotechnologického a biomedicinského centra BIOCEV v rdmci programu
Bunécéna biologie a virologie. Mezi zakladni vyzkumné sméry patfi studium rozdili mezi
mechanizmy tvorby kolonii v pfirodnich a laboratornich podminkéach, studium role
amoniaku jako signalni molekuly pfi dlouhodobém pfezivani a adaptaci kolonii, a stu-
dium horizontélni i vertikélni diferenciace bunék kolonii, pficemz nékteré parametry této
diferenciace souviseji s prezivanim, resp. s programovanou buné&nou smrti bunék ve
specifickych oblastech.

Tym pracovniki a studentd Laboratofe biochemie RNA (vedouci Martin
Pospisek) zkouma zékladni principy syntézy bilkovin v eukaryotickych bunkéach. Cilem
je pomoci vybranych modeld odhalit pravidla hry mezi viry a buné€nou protivirovou
obranou, ¢&i pouzit ziskané poznatky zakladniho vyzkumu pro pochopeni vzniku
nékterych (zejména nadorovych) onemocnéni. Hlavnimi modely, které laboratof vyuZiva,
jsou lidské bunécné linie, varianty viru Zloutenky typu C a v neposledni fadé
jednobunécny modelovy eukaryoticky organismus — kvasinka Saccharomyces
cerevisiae. M. PospiSek je zaroven zakladatelem tradice RNA klubti v Ceské republice
(od r. 2003), které jsou aktivni soucasti mezinarodni organizace RNA klubu.

Laboratof genetiky rostlin (vedouci Dana Hola) je dlouhodobé zaméfena na
vyzkum vnitrodruhové variability v rdznych funkénich a strukturnich charakteristikach
hospodarsky vyznamnych rostlin, pfedevSim s ohledem na mozné pfi¢iny heter6zniho
efektu. Clenové laboratofe se v soudasnosti vénuji zejména studiu pficin odliné
odolnosti inbrednich a hybridnich genotypu k rdznym abiotickym stresovym faktorim, a
dale studiu plsobeni brassinosteroidt a ekdysteroidl na rostlinny organizmus, zejména
na fotosynteticky aparat. Spolupracuji také s dalSimi vysokoskolskymi a akademickymi
pracovisti v ramci vyzkumu fotosyntetickych charakteristik jehli¢nana.

Laboratof cytogenetiky pavoukovcl (vedouci Jifi Kral) je celosvétové jedinou
laboratofi specializujici se na chromozomalni analyzy této skupiny ¢lenovct, ktera je
velmi vhodnym modelovym objektem napf. pro studium evoluce pohlavnich ¢i holocen-
trickych chromozému, achiazmatické meidzy nebo polyploidizace zivo€iSného genomu,
jakoz i modifikaci karyotypu spojenych s riznymi zpasoby partenogeneze.

Clenové jednotlivych laboratofi katedry vysledky svého vyzkumu b&zné publikuji v
prestiznich védeckych Casopisech a monografiich a prezentuji na mezinarodnich i
narodnich konferencich. Publikani aktivita ¢lend a studentd katedry genetiky a
v impaktovanych Casopisech, c¢asto s velmi vysokym impakt faktorem (viz
https://www.natur.cuni.cz/biologie/genetika/veda-a-vyzkum-1/publikace-clenu-katedry).
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Clenové katedry jsou také autory kapitol v nékolika zahrani¢nich monografiich, vytvofili
¢i modifikovali pocitatova software vyuZitelna v biologickych disciplinach a napsali
nékolik vysokoSkolskych skript aj. vyukovych textd (napf. Kapralek — Zaklady
bakteriologie; Bendova, Janderova — Vybrané kapitoly z biotechnologie; Uvod do
biologie kvasinek; Kocova, Novakova — Vybrané ulohy ke cvicenim z genetiky; Vondrejs
— Genové inZenyrstvi | — IV). Neodfikaji se ani popularizace védy a s jejich ¢lanky se
ob&as muzete setkat napf. v &asopisech Ziva nebo Vesmir. V tomto ohledu je nutno
vyzdvihnout zejména cinnost byvalého ¢lena katedry Vladimira Vondrejse, ktery je
autorem popularizaéni knihy Otazniky kolem genového inZenyrstvi a fady ¢lanka ve
Vesmiru.

Vyzkumné projekty feSené na katedie byly jiz od poCatku zavedeni grantového
systému v CR podporovany mnoha doméacimi granty a katedra v tomto trendu Gspé&3né
pokraduje i nadale. Jedna se predevsim o fadu projektd Grantové agentury Ceské
republiky, Technologické agentury Ceské republiky, pfipadn& Grantové agentury AV
CR, ale také o projekty feSené v ramci rdznych program@ vypisovanych MSMT véetné
tzv. center zakladniho vyzkumu a vyzkumnych zamérud. DalSi projekty jsou podporovany
Ministerstvem zdravotnictvi CR, Ministerstvem zemédélstvi CR & Ministerstvem vnitra
CR. V ramci systému financovani védy na UK v Praze se &lenové katedry intenzivné
zapojuji do systému Univerzitnich vyzkumnych center, projektli Specifického vysoko-
Skolského vyzkumu a Programu rozvoje védnich oblasti na Univerzité Karlove.
PredevSim doktorandi katedry jsou rovnéz velmi Uspésni v ziskavani grantt podporova-
nych Grantovou agenturou UK v Praze.

Vyzkumné tymy katedry jsou v3ak v ziskavani grantovych projektd uspésSné nejen
na poli doméacim, ale i v zahrani¢ni konkurenci. Zdené Palkové byly udéleny dva granty
nadace Howard Hughes Medical Institute a aktualné je i hlavni FeSitelkou projek-
tu Cesko-norského vyzkumného programu CZ09, pfi jehoz vybé&ru byl jeji projekt
hodnocen jako druhy nejlepSi na celostatni Urovni a jako vabec nejlepsi na UK v Praze.
Laboratof Jitky Forstové byla rovnéz feSitelskym pracovistém projektu americké nadace
Howard Hughes Medical Institute a spolufeSitelskym pracovistém projektu Biotechnolo-
gického programu Evropské komise. Vyzkumna skupina lva Konopaska se v minulosti
zapojila do feSeni mezinarodniho projektu v rdmci V. ramcového programu Evropskeée
unie, Jifi Krél se podilel na vyzkumném projektu podporovaném US National Science
Foundation.

Vyukova cinnost katedry spociva v zajiStovani zakladnich i specializanich
prednasek a praktickych cvi¢eni pro studenty bakalarského, magisterského i doktorské-
ho stupné vysokoSkolského vzdélavani (kazdoro¢né pfiblizné 70 prednasSek a cviceni,
kurz a seminara). Trileté bakalarské studium v bakalafskych studijnich programech
Biologie, Specialni chemicko-biologické obory a Bioinformatika (které se déle déli na
riizné studijni obory) je realizovano ve spolupraci vSech kateder biologické sekce PFF
UK v Praze, pfipadné dalSich sekci PfF UK (v pfipadé bakalarského studijniho
programu/oboru Bioinformatika i ve spolupraci s Matematicko-fyzikalni fakultou UK
v Praze). Az v poslednim roce tohoto studia jsou studenti povinni se zapsat pfimo na
jednotlivé katedry v rdmci pfipravy své bakalarské prace (fada z nich nicméné za¢ne na
katedfe pracovat jiz mnohem dfive). V rdmci modulového systému studijnich plan,
ktery na biologické sekci PfF UK v Praze jiz fadu let existuje a ktery studentim
umoziuje  sestavit si zcela individualni  vlastni  studijni  plan  (viz
https:/www.natur.cuni.cz/biologie/studium/uchazec-o-studium), zajisStuje katedra geneti-
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ky a mikrobiologie fadu zakladnich pfednasek a cvi€eni z oblasti genetiky, molekularni
biologie, mikrobiologie a virologie. DalSi pfednasky a praktickd cvi€eni nejsou sice
zafazeny do modull, pfesto jsou primarné urCeny pravé pro studenty bakalaiského
stupné studia.

Absolventim bakalarského studia (pochopitelné nejen z PFF UK v Praze) nabizi
katedra genetiky a mikrobiologie moznost pokraCovat ve dvouletém navazujicim
magisterském studiu, a to ve dvou oborech v ramci studijniho programu Biologie. Jedna
se o studijni obor Genetika, molekularni biologie a virologie s Sesti studijnimi
specializacemi (Virologie, Molekularni biologie a genetika prokaryot, Molekularni
biologie a genetika eukaryot, Bunécna a molekularni biologie mikrobialnich populaci,
Cytogenetika a Genetika rostlin) a studijni obor Mikrobiologie se stejnojmennou
specializaci. V rdmci tohoto studia katedra opét zajiStuje celou fadu specializacnich
prednasek, cvi¢eni, kurzll a seminaru. TéziStém magisterského studia na PfF UK v
Praze je ale pfedevsim zpracovani a obhajeni diplomové prace. Na rozdil od bakalarské
prace maji diplomové prace na katedfe genetiky a mikrobiologie pfedevsim experimen-
talni charakter, tzn. student pod vedenim svého Skolitele samostatné pracuje na zada-
ném odborném tématu a ziskava plvodni védecké vysledky, které specifickou formou
zpracuje a interpretuje. Studenti se mohou experimentalné vénovat vyzkumnym téma-
tim, na kterych pracuji jednotlivé laboratofe katedry, katedra vSak diky své Siroké
spolupréaci s raznymi Gstavy AV CR, vyzkumnymi laboratofemi lékafskych fakult UK i
dalSich instituci v oblasti zdravotnictvi, pfipadné vyzkumnymi Gstavy rezortu zemé-
délstvi, umoZziuje svym studentim magisterského studia zaméfit téma jejich diplomove
prace prakticky jakymkoli smérem. V ramci rigor6zniho fizeni Ize sloZzenim stétni rigo-
rozni zkouSky a obhajobou rigorézni prace, ktera je podminéna alespon jednou
publikaci v Casopise s impakt faktorem (shrnuje vlastni experimentélni vysledky zvolené
problematiky) ziskat titul RNDr. — doktor pfirodnich véd.

Doktorské (postgradudlni) studium na katedfe genetiky a mikrobiologie Ize
realizovat ve dvou ctyfletych studijnich programech/oborech: Molekularni a bunééna
biologie, genetika a virologie a Mikrobiologie. Podle pfedchoziho vzdélani a zaméreni
doktorandu jsou v ramci jejich studijnich plani katedrou nabizeny rGzné specializované
prednasky, kurzy a seminafe jako specifické aktivity seznamuijici jak s novymi poznatky,
metodami a technikami v oblastech genetiky, molekularni biologie, mikrobiologie a
virologie, tak se SirSim oborovym a specializaénim zakladem, poskytujicim nezbytny
pfehled a pfispivajicim ke schopnosti studenta orientovat se v rychle se rozvijejicich a
narocnych smeérech biologickych véd obecné. DalSi kurzy jsou nabizeny v ramci
oborovych rad doktorskych studijnich programd v biomedicing, do nichz oba vySe
uvedené studijni programy/obory patfi. Absolvovani minimalné dvou takovych
predmétd/kurza v ramci doktorského studia je spolu s potvrzenim o jazykové zkouSce
z angli¢tiny (v pfripadé Molekularni a bunécné biologie, genetiky a virologie) nebo
zahraniéni stézi (v pfipadé Mikrobiologie) podminkou pro pfihlaSeni se ke statni
prace, doklad schopnosti studenta samostatné védecky pracovat a publikovat vysledky
svoji prace jasnou a srozumitelnou formou. Pfedpokladem predlozZeni dizertacni prace k
obhajobé na katedre genetiky a mikrobiologie PfF UK jsou minimalné dvé plavodni prace
(z toho alespon jedna prvoautorska) publikované nebo pfijaté k publikaci v mezinarodné
uznavanych védeckych Casopisech s impakt faktorem. Dizertaéni prace muaze byt
predloZzena v plném znéni (,klasicka forma“) nebo ve zkraceném znéni (soubor tfi az
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péti publikovanych &lanku, opatfeny struénym propojujicim textem; konkrétni poZzadavky
zavisi na pfislusné oborové radé). Stejné jako v pfipadé magisterskych studentu i zde
katedra aktivné spolupracuje s mnoha dal3imi fakultami a pracovisti UK, tstavy AV CR a
rezortnimi Ustavy jako Skolicimi pracovisti postgraduéiniho doktorského studia
(nejéastéji se jedna o UMG a MbU AV CR, pfipadné Ustav hematologie a krevni
tranfuze, ale i dalSi pracovisté pfedevsim v oblasti mediciny). BEhem svého studia se
doktorandi aktivné ucastni védeckych konferenci, na nichz prezentuji své vysledky,
Casté jsou rovnéz zahrani¢ni stdZze a ziskani zkuSenosti s mezinarodni spolupraci.

Kazdoro¢né na katedie uspésné ukonci své vysokoSkolské studium ziskanim
prislusného titulu primérné 23 bakalarskych studentl, 26 magisterskych studentt a 14
doktorskych studentl. Absolventi nachazeji uplatnéni jako odborni a védecti pracovnici
a badatelé v zakladnim a aplikovaném biologickém vyzkumu na vysokych Skolach, v AV
CR a resortnich vyzkumnych pracovistich doma i v zahraniéi, dale jako odborni
pracovnici ve vyzkumnych a védeckych laboratofich statnich instituci i soukromych
firem, pfipadné i jako ucitelé biologie.

DalSi informace o katedie genetiky a mikrobiologie PfF UK v Praze Ize ziskat na
jejich webovych strankach: https://www.natur.cuni.cz/biologie/genetika.

RNDr. Dana Hola, Ph.D. (dana.hola@natur.cuni.cz), je ¢lenkou Katedry genetiky a
mikrobiologie Pfirodovédecké fakulty UK v Praze. Na této katedfe prednasi
obecnou genetiku a genetiku rostlin a vede cviCeni z genetiky. Zabyva se
vyzkumem v oblasti genetiky rostlin, aktualné predevsim vnitrodruhovou variabilitou
v reakci rostlin na stresové faktory a vlivem rostlinnych steroidd na fotosynteticky
aparat.

Prof. RNDr. Stanislav Zadrazil, DrSc., (molbio@natur.cuni.cz) je jednim ze
zakladateld GSGM a prvnim profesorem molekularni biologie na UK v Praze.
Aktudlné je ¢lenem Katedry genetiky a mikrobiologie Pfirodovédecké fakulty UK
' v Praze a predsedou oborové rady doktorského studia v programu Molekularni a
¥\ | bunécna biologie, genetika a virologie na této fakulté.
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Mendelovo muzeum a 150 let od Mendelovych p  fednasek

Ondrej Dostal

Mendelovo muzeum, Masarykova univerzita, Mendlovo nam. 1a, 603 00 Brno

Cely rok 2015 patfil oslavam 150 let od Mendelovych pfednasek. Vyznam tohoto vyroci
byl ocenén na nejvy3si Grovni a jeho oslavy probéhly pod zastitou premiéra CR - pana
Bohuslava Sobotky, rektora MU - pana docenta Mikula3e Beka a CK UNESCO. Cely rok
oficialné zahajila pfednaska Sira Michaela Strattona, FRS, feditele Wellcome Trust
Sanger Institute a Cancer Genome Project ve Velké Britanii. Pfednaska, vcCetné
oficialnich zdravic zastupcti MU, AV CR a dalSich, probé&hla na stfedni Skole na Janské
ulici v Brné dne 8. 2. 2015, kde Mendel pfednesl vysledky svého badani na rostlinnych
hybridech. Akce pokra¢ovala v Mendelové Starobrnénském opatstvi pfednaskou otce
opata L. E. Martince, OSA a koncertem. Tento den byla zahdjena i vystava “Dlouha léta
nevidéno”. Jednalo se o predstaveni originalnich dokumentd a rukopist psanych bud
Mendelem, ¢i spojenych s Mendelovym Zivotem. Originaly jsou uloZeny v University of
lllinois Archive, USA a Mendelovu muzeu byly zapujéeny na dobu téméf 4 mésica.
Dokumenty byly k vidéni na naSem Uzemi naposledy v Mendelové muzeu zaloZzeném
Hugo lltisem, které bylo uzavieno v roce 1937.

V dubnu se pak Mendelovo muzeum podilelo na vystavé “The Construction Set
Of Life. For the 150th anniversary of Mendel's laws”, které pfipravilo State Darwin
Museum v Moskvé. Cinnost muzea se vSak nesoustfedila jen na vystavy. Dalsi formou
Mendelovskych oslav byly konference pofadané muzeem, ¢&i za 0c&asti zéstupcu
Mendelova muzea. Prvni z nich vénovanad Mendelovské tématice a za UCasti zastupce
Mendelova muzea byl Darwin day 2015 s tématem “The changing views on genetics:
Darwin vs. Mendel, the synthesis, and synthetic biology” v norském Oslo. Muzeum se
pak pilné pfipravovalo na dvé vlastni konference konané na podzim roku 2015. Prvni
byla konference “Research in plant genetics (From Mendel's peas to the present)”, ktera
probéhla od 7. do 10.9. v prostorach Mendelova muzea, kina Scala a SS a SOU na
Janské ulici. Konference byla vénovana odkazu dila doc. RTDr. Vitézslava Orla, DrSc.,
nednavnému propagatorovi Mendelova dila a pfivitala zastupce z celého svéta. Mezi
hlavni pfednéSejici patfili Noel Ellis s pfednadSkou Mendel’'s factors today a Gregory
Radick s pfednaskou What happens in Mendel's paper. Druha konference byla soucasti
Siroké aktivity s ndzvem Tyden lékaFfské genetiky, ktera se konala v Brné od 21.9. do
26.9. Tyden se skladal ze 4 akci: Human Genetics from Mendel to the Present Day,
Odhalena tajemstvi lidského genomu, The Student Scientific Conference on Bio-
medicine 2015 a Celostatni sjezd Spoleénosti lékaFfské genetiky CSL JEP a 48. vyroéni
cytogeneticka konference. Rozsah akci byl nadstandardni a konal se od VIDA! Science
Centra, pfes Hvézdarnu Brno, MU az po Mendelovo muzeum. Posledni konferenci s
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UCasti zastupce Mendelova muzea pak byla konference Villanova University v USA s
nadzvem Gregor Mendel Symposium, ktera probéhla dne 7.12.2015.

SpoleCensky nejvyznamnéjsi akci se stal “Mendeltv odkaz” dne 20. Cervence
2015. Mendelovo muzeum spole¢né s TIC Brno, SunDrive s.r.0., Jihomoravskym
krajem, Statutarnim meéstem Brno a dalSim partnery pfipravilo akci, kterda prekonala
nase hranice. Startem byly koncerty skupin Progres 2 a Stromboli. Po nich nasledovaly
proslovy vzacnych hostl, a to prfedevSim patrona akce Sira Paula Nurse, drzitele
Nobelovy ceny a tou dobou i pfedsedy The Royal Society, a Vicki Chandler, emeritni
prezidentky Genetics Society of America. VSe doplnili zastupci Jihomoravského kraje,
Mésta Brna a rektora MU. Vyvrcholenim celého dne byla stejnojmenna projekce na
budovu opatstvi, kterou pfipravil Drew Berry, svétoznamy bioanimator z University of
Melbourne, doplnéna Zivou hudbou autora Duncana Hendy v provedeni Filharmonie
Brno. Akce byla on-line nataena a pfistupné z internetu. Pfimo na misté akci sledovalo
na 2500 navstévnikd. Hlavni partner akce - firma Kentico - pfipravila schranku, kam lidé
béhem akce, ale i po ni mohli nechavat vzkazy pro nasledujici generace. Schranka bude
oteviena za 50 let.

Gregor Johann Mendel byl géniem docenénym az dlouho po své smrti. Zustava
proto trvalym Ukolem si jej neustale pfipominat a ukazovat genialitu jeho dila. Cely jeho
Zivot i usili na poli védy sméfujici k pomoci spole¢nosti doklada jeho vysoce lidsky a
kfestansky pfistup. Jiz téZko mGzZzeme zjistit nékteré informace o jeho pohnutkach a
detailech jeho prace, nicméné to, co zuUstalo, zasadné vybocuje z béznych védeckych
vysledku a i po 150 letech jednoduSe musime smeknout.

Mgr. OndFej Dostal, Ph.D. (e-mail: dostal@rect.muni.cz) je feditelem
. Mendelova muzea v Brne.
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Pul stoleti od otev Feni Mendeliana pro ve Fejnost

Eva Matalova

Centrum Mendelianum, Muzejni 1, Brno

Mendelianum, muzeum a paméatnik Mendela, bylo otevieno pro vefejnost 31. 7. 1965.
Za jeho zaloZeni vdécime Genetickému oddéleni G. Mendela, které vzniklo na pudé
tehdejSiho Moravského muzea v roce 1962. Podnétem bylo zejména udéleni Nobelovy
ceny za objev struktury DNA, coz postupné vedlo k oslabeni lysenkismu jako nosné
ideologie potirajici mendelovskou genetiku coby reakéni pavédu. Moravské zemské
muzeum, které ma pfimou historickou navaznost na Mendelovu védeckou spole¢nost
(Ackerbaugesellschaft, Hospodarskou spole€nost), zaclenilo jako prvni muzeum na
svété do svého vyzkumného a dokumentacéniho programu genetiku. UZ v roce 1965, kdy
se toho u nas o genetice mnoho nevédélo, uspofadalo v prostorach byvalé Hospo-
darské spolecnosti velkou vystavu o genetice ve spolupraci se zahraniénimi institucemi.
Genetické oddéleni G. Mendela zaloZil Jaroslav K¥izenecky z podnétu tehdejsi Cesko-
slovenské akademie véd s cilem vytvofit jedineéné misto pro vyzkum, dokumentaci a
prezentaci vzniku a vyvoje genetiky, Mendelovy pozustalosti a zejména védeckého a
kulturniho odkazu pro mezinarodni vefejnost v souvislosti s celosvétovym vzpominko-
vym sympoziem v roce 1965 v Brné (G. Mendel Memorial Symposium). Béhem obdobi
represe genetiky v Ceskoslovensku byly sbirky, vztahujici se k Mendelovi, uchovavany
v depozitafi Botanického oddéleni Moravského muzea ve vile na Preslové ulici v Brné-
Pisarkach. DFivéjsi feditel Moravského muzea, Jan Smarda, byl soudasné vedoucim
botanického oddéleni a dulezitym podporovatelem Mendela. Jemu vdécime také za
uchovani mramorové sochy Mendela zhotovené T. Charlemontem, jejiz vznik v roce
1910 finan¢né umoznili védci z celého svéta a ktera dfive stala v centru dnesniho
Mendlova (dfive Klasterniho) nameésti. Po odstranéni z centra nameésti sdilela socha
prostor s popelnicemi ve vnitinim dvofe starobrnénského klastera. V roce 1962 byla
Mendelova socha pfesunuta do blizkosti byvalého Mendeliana, kde se nachazi dodnes.
Chybél piedestal, stejné jako pavodni napisy, socha byla zcela anonymni. Na podzim
roku 1964 proto zajistiio Genetické oddéleni G. Mendela Moravského muzea
prostfednictvim Technické a zahradni spravy mésta Brna uvedeni alespon Mendelova
jména s letopoCty jeho narozeni a umrti. PUvodni némecky napis uvadél, Ze ji vy-
budovali pratelé védy (von den Freunden der Wissenschaft).

Jaroslav KFizenecky, politicky vézen padesatych let, vyzyval k rehabilitaci
Mendela a jeho védecké prace. Jako prvni vedouci se vyrazné podilel na vyzkumném
programu Genetického oddéleni G. Mendela, ale otevieni Mendeliana se bohuzel
v dusledku podlomeného zdravi nedozil. Zemfel v prosinci roku 1964, vzpominkové
sympozium se konalo v srpnu 1965. O nékolik mésict se minul s genetiky z Vychodu,
ktefi preZili obdobi lysenkismu, ale i s genetiky ze Zapadu, se kterymi pfed svym uvéz-
nénim Zivé spolupracoval. Jeho pecliva prace tykajici se shromazdovani dokladd a stu-
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dia Mendelova Zivota a dila byla vydana knizné v roce 1965 tiskem némecké akademie
Leopoldina v edici Rudolfa Zaunicka pod nazvem Gregor Johann Mendel 1822-1884
Texte und Quellen zu seinem Wirken und Leben. V roce 1965 vySla také jim pfipravena
kniha Fundamenta genetica. Rozpracovanou publikaci Iconographia Mendeliana
dokongili Vitézslav Orel, Ludmila Marvanova a Josef Sajner.

Je tfeba zminit také jméno antropologa Jana Jelinka, tehdejSiho feditele Mo-
ravského muzea, a botanika Valentina PospiSila, ktefi se zaslouzili o malou vystavu
dokumentu lokalizovanou v prvnim patfe Mendelovy byvalé prelatury. Ta byla pfistupna
pouze po individualni domluvé. Pro rok 1965, kdy uplynulo 100 let od zvefejnéni
Mendelovy prace formou pfednasky v Brné na Janskeé ulici, byla realizovana re-
konstrukce klasterniho refektare a komplexni expozice o Mendelové Zivoté a dile. Do té
doby klaster slouZil rdznym acelim; byly vném studentské koleje Masarykovy
univerzity, sklad Adamovskych strojiren nebo sidlo Geografického tstavu CSAV. Prvni
expozice Mendeliana byla v tomto kontextu unikétni, navic byla organizaci UNESCO
vyhldSena expozici roku 1965. Externi Casti expozice byla Mendelova zahradka pred
vstupem do Mendeliana, kterou do vystavniho prostoru zapracoval architekt B. Fuchs.

o ———

1+ Stala vystava Mende-
— 3 liana v refektd/i starobr-
1 nénského klastera, kte-
oy rou UNESCO wvyhlasilo
in’ §{ B _. Expozici roku 1965
i b ~" (archiv Mendeliana).

f

ZaloZzenim genetického oddéleni a otevienim Mendeliana iniciovalo Moravské muzeum
kontinudlni ¢innost v oblasti rozsahlého vyzkumu odkazu J. G. Mendela. Vysledky svého
badani Mendelianum pravidelné zvefejhuje, vydava také mezinarodni recenzovany
Casopis Folia Mendeliana — Acta Musei Moraviae. Mendelianum se postupné stalo
pracovnim mistem pro vyzkum a studium, nejen v souvislosti s Mendelem, ale i historii
genetiky. Cinnost Mendeliana zahrnovala také spravu archivu a knihovny, ktera byla

rozSifena o cennou literaturu v anglictiné a doplnéna nékolika tituly v autorstvi
Vitézslava Orla, ktery prevzal genetické oddéleni po smrti J. Kfizeneckého. Jesté pred
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sametovou revoluci byla aktualizovana a rozSifena stala expozice Mendeliana v refektéfi
klastera. Toto obdobi Mendeliana je spjato i se vznikem Cesko-slovenské genetické
spole¢nosti. Do roku 1989 pracovalo Mendelianum pod vedenim Vitézslava Orla, ktery
diky duavére politického aparatu mohl navazat dilezité osobni kontakty i v zahranici. Na
mezinarodnich akcich Mendeliana se diky nému vzdy podafilo zajistit vyraznou
zahraniéni ucast (napf. Gregor Mendel Colloquium v Kuparovicich).

Po zméné rezimu v roce 1989 pfevzala vedeni Mendeliana Anna Matalova a
kromé& odbornikl zameéfila Cinnost Mendeliana také na Ceské studenty a vefejnost.
Probéhlo rozSifeni a inovace hlavni expozice, ale také prezentace aktualnich témat
(napf. Transgenni rostliny, Klonovani zivoc€icht, DNA) formou vystav a diskusi.
Soucasné byl vybudovan pamatnik védcum, ktefi v nepratelské atmosfére lysenkismu
h4jili mendelismus i za cenu ztraty kariéery a svobody, pfip. Zivota. Toto obdobi
Mendelianum zpracovalo na zakladé svych sbirkovych fondl a publikovalo pod ndzvem
Genetika za Zeleznou oponou v Ceském a anglickém jazyce. V roce 1992 usporadalo
Mendelianum mezinarodni konferenci Mendel Forum, ktera zahajila celou sérii dalSich
setkavani probihajicich dodnes. Od tohoto roku také Mendelianum kazdoro¢né udéluje
Mendelovu pamétni medaili (Mendel Memorial Medal) vyznamnym osobnostem, které
prezentuji svoji praci formou Mendel Lecture.

a
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Expozice Mendeliana v budové ombudsmana,
kde pfechodné rozvijelo svou ¢&innost.

V roce 2001 odeSla Anna Matalova do dichodu, rozvoji a aktivithm Mendeliana se vSak
neprestala vénovat (nyni jako emeritni pracovnik). Vedeni Mendeliana prevzal Jifi
Sekerak, kterého novy opat LukasS Evzen Martinec, OSA (vroce 1995 zemfrel
augustiniansky opat Tomas Josef Martinec, OSA, ktery Mendelianum podporoval,

20



podilel se na jeho aktivitdch a ztuc€astroval se fady v€. mezinarodnich setkani az do své
smrti), vyzval, aby urychlené uvolnil prostory Mendeliana pro ,novy subjekt‘. Velké
podékovani za podporu a prechodny azyl Mendeliana patfi Otakaru Motejlovi,
tehdejSimu ombudsmanovi. Béhem sedmi let, kdy Mendelianum pracovalo v jeho
budové, tak mohlo plné pokracovat ve své ¢innosti. Mendelianum pfipravilo novou stalou
expozici, ktera byla zamérena jednak na J. G. Mendela, ale také na propojeni jeho prace
s moderni védou. Expozici KOd pro rozmanitost Zivotu navstévovali jak studenti, tak
odbornici a Siroka verejnost.

Stala vystava byla doplnéna dalSimi tematickymi celky, napf. Ze Zivota bunék,
Véda v Nobelovych cenach, Mendelovo Brno. Vystavy byly provazeny diskusnimi
pofady, které se konaly v zasedacim sale budovy ombudsmana. Mendelianum se
zameéfilo také na predstaveni praktické stranky Mendelovy a dnesni védecké prace
Siroké vefejnosti, napf. akci PFijdte se podivat na DNA. V roce 2008 vydala Anna
Matalova ve spolupraci s Ivem Cetlem komentovany Cesky preklad Mendelovy prace,
ktery obsahuje i pfeklad Mendelovych dopisi Nagelimu. Mendelovy dopisy domu byly
vydany o rok pozdé&ji, vychazely i dalSi publikace, napf. Gregor Johann Mendel Anny
Matalové nebo Mendel v Cerné skfifice J. Sekerdka. Také ve svém prechodném
pusobisti pokraCovalo Mendelianum ve své mnohaleté tradici prezentace a studia
Mendelovych Zivych rostlin. V novém stoleti oteviela Anna Matalova tradici Prochazek
Mendelovym Brnem, ktera pokracovala vydanim publikace Mendelovo Brno v roce
2012, realizaci vystav (Brno v Mendelové dobé, Mendelova stezka, Po stopach JGM) a
vyustila v aktualni komentované obrazové zpracovani Stezky Mendelovym Brnem
v nékolika jazycich. Tato ¢innost definitivné vyvedla Mendela z uzavienosti klaStera a na
zakladé historickych pramenu predstavila jeho osobnost a ¢innost v kontextu mésta
Brna.

Nyni je Mendelianum lokalizovano v auten-
~ tickych prostorech Mendelovy védecké spo-
le¢nosti v Biskupském dvore v historickém
centru Brna.

o
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Jiz na zaCatku nového tisicileti pracovalo Mendelianum na unikatni koncepci, ktera
zdlUraznuje Mendelovu mnohostrannou osobnost, pfedstavuje vSechna mista a aktivity,
na kterych se Mendel (nejenom v Brné) podilel, ale zejména prezentuje Mendela jako
moderniho védce, ktery v této oblasti dosahl svétové proslulosti. Soucéasti je uvedeni
Mendela zpét do autentického prostiedi jeho védecké spolecnosti, jejiz hlavni sidlo bylo
v Biskupském dvofe tehdejSiho FrantiSkova, pozdéji Moravského a dneSniho
Moravského zemského muzea. Zrodil se projekt Centrum Mendelianum. Ten byl
realizovan v nékolika krocich, od ideového namétu, pfes ziskani prostor, financnich
prostfedkl, vlastni vystavby, realizace exteriérll a interiérd ... konsolidaci tymu,
védeckého a navstévnického centra, zaloZzeni Mendelovy Skoly ... az po slavnostni
mezinarodni inauguraci celku pfesné 150 let po odeznéni zavére¢né Casti Mendelovy
prednasky, kterd znamenala pocCéatek historie dnesSni genetiky. Podékovani patfi vsem,
ktefi se prace na ,novém*“ Mendelianu zucastnili, pozvani vSem, kdo je maji zajem
navstivit (www.mendelianum.cz).

Prof. RNDr. Eva Matalova, Ph.D. (e-mail: matalova@iach.cz) je védeckou
pracovnici Ustavu Zivogisné fyziologie a genetiky Akademie véd CR, v.v.i.,
profesorkou na Fakulté veterinarniho Iékafstvi VFU Brno a dlouholetou
spolupracovnici Mendeliana MZM Brno, kde je také odbornou garantkou
projektd Mendelianum — atraktivni svét genetiky a Mendelova interaktivni
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50 let od otev Feni Mendelova rodného domu pro ve Fejnost,
50 let spoluprace s Mendelianem

Centrum Mendelianum, Muzejni 1, Brno

Pamatnik J. G. Mendela v Hyncicich vybudovalo Genetické oddéleni Gregora Mendela
Moravského muzea v Brné v roce 1965. Pamatnik byl lokalizovan v pfizemi byvalého
vymeénku, na které je umisténa pamétni deska. Budova byla tehdy zrekonstruovana
podle projektu Krajského pamatkového stiediska v Ostravé. Scénar expozice pfipravila
PhDr. L. Marvanova z Genetického oddéleni G. Mendela Moravského muzea. Expozici
vyrobily ve svych dilnach Brnénské veletrhy a vystavy. Genetické oddéleni Gregora
Mendela zalozil doc. Ing. Jaroslav Kfizenecky. Oficialné zacalo pracovat po udéleni
Nobelovy ceny Watsonovi a Crickovi za objev struktury DNA v roce 1962. Mendelovské
aktivity koordinovala Ceskoslovenské akademie vé&d, ktera poradala svétové sympozium
ke 100. vyroci zvefejnéni Mendelova objevu.

Milnikem v historii Mendelova rodného domu bylo zaloZeni nadacniho fondu
Rodny dum J. G. Mendela, ktery inicioval starosta obce VraZzné Ing. Vladimir Nippert ve
spolupraci s mistnim spolkem Mendel a Mendelianem Moravského zemského muzea.
Projekt se stal modelovym pfikladem spoluprace mezi soucasnymi obyvateli
vysidleného pohranici a téch, ktefi museli své domovy po Druhé svétové valce opustit.
AZ do vyhnani Némca obyvala Mendeluv rodny ddm rodina Sturmd v linii Mendelovy
starSi sestry Veroniky. V koncepci projektu ji zastupoval augustinian P. Clemens Richter,
ktery v roce 1992 ve spolupraci s pfibuznymi linie Mendelovy mladSi sestry Veroniky
pfispél k vydani faksimile Mendelova rukopisu v edici profesora Walthera Manna
v Darmstadtu. Oba Mendelovi pfibuzni se G€astnili otevieni Mendelova rodného domu,
ktery od rodiny Chudych odkoupil Mendellv nadacni fond a proved| jeho kompletni
rekonstrukci. V domé vybudoval velky a maly shromaZzdovaci sél s promitacim
zafizenim, vybudoval ubytovaci kapacity a zfidil expozici o Zivoté a dile J. G. Mendela
v ¢estiné a némcing, jejimiz autory jsou Anna Matalova a Jifi Sekerék.

Dnes Mendeltv rodny dum slouZi jako kulturni klenot kraje, ktery Sifi MendelGv
véhlas doma i v zahranici. Trvaly pomnik Mendelovi a jeho rodnému kraji pfedstavuje
objemné kniha prof. Jana Kleina, naSeho nejvyznamnéjSiho védce v oboru imunogene-
tiky, ktera vysla anglicky v Berliné v nakladatelstvi Julius Springer pod nazvem Solitude
of a Humble Genius Gregor Johann Mendel. Kniha vénovana Mendelianu byla prezen-
tovana v Kongresové knihovné ve Washingtonu a v sou¢asné dobé ji Mendelianum
Moravského zemského muzea pfipravuje pro vydani v ¢estingé. Autofi doplnili knihu o
nadherné ilustrace, které nasbirali i v Mendelové rodném kraji. Vrazné Hyncice jsou
majakem na kulturni mapé svéta a pravem vstupuji do svétového turistického ruchu.
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Tato struéné historie, zpracovana Dr. Annou Matalovou, je prezentovana ve
vystavé, kterou Mendelianum v letoSnim roce pfipravilo pro Mendeliv rodny dim ve
spolupraci se starostou obce Vrazné. Vystava vhodné doplfiuje stavajici expozice
pfipravené Mendelianem MZM Brno. Design vystavy je dilem ANO Agency v Brné.
Vernisaz meéla vystava v den Valné hromady Spolku Mendel, v sobotu 20. ervna
2015 v rodném domeé JGM v Hyn¢icich.

S

Okresni narodni vybor, Okresni odborova rada, Vlastivédny astav v Novém Jiéiné

Pozvanka na otevreni pamétniku
J. G. Mendela 13. 6. 1965 (doku-

‘ | ment z vystavy).
.MN EREEUH ME““EI. Zakladatel genetiky

SIavnnstnl otevreni pamatniku v jeho rodném dome

PoFad: 10,00 hod. Koncert hudby ZK Tatra Kopfivnice, Hdf Fr. Polsiek

10,55 hod. Slavnostni sbor, 2pivé pévecky sbor »Ondrai, Hdi Ervin Bértek ‘ |

11,00 hod. Projevy zéstupcis Gradi a instituct I?
Slavnostni projev akademika Bohumila N&

Nedéle 13. &ervna 1965 IZ.“:'..':';"L‘."M...,K..V Vrazné-Hynéice, o Nov s

s —

11,85 hod. Prohlidka pamétniku s odbornym vykladem dr. L. Marvanové

Upravy pamitaiku navrhlo Krajské stfedisko pamitkové péce a ochrany phirody v Ostravé = Expozici instalovalo genetické oddélent Moravského muzea v Braé

Mendeldv rodny ddm pfed rekonstrukci a dnes (foto z vystavy).

PhDr. JiFi Sekerdk, Ph.D. (e-mail: jsekerak@mzm.cz) je vedoucim Men-
deliana Moravského zemského muzea v Brné a garantem expozic projektu
Mendelianum - atraktivni svét genetiky.
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Mendelovy rostliny a Mendelova stezka Brnem prav & vysly v kniznim zpracovani

Marcela Kusakova

Univerzita TomasSe Bati, nam T.G. Masaryka 5555, 760 01 Zlin

V roce, kdy jsme si pfipomnéli 150 let od Mendelovy pfednasky v Brné a s ni pocatek
historie genetiky, pfipravilo Mendelianum MZM celou fadu akci, ale také publikaci.
Kromé popularné-vzdélavacich materialt (napf. Co vlastné kéduji geny, Jak funguji
geny, buriky, tkané etc.) se jedna o dvé knizni novinky, které oslovuji jak odbornou, tak
laickou vefejnost.

Iva KubiStova: Mendelovy rostliny.
Text a ilustrace RNDr. lva Kubistova, Ph.D., Tribun s. r. 0., Brno, 2015, 104 stran, ISBN
978-80-263-0957-4

Mendelovy rostliny se poprvé dockaly
d' [ souborného obrazového vydani v roce
./Me nae OV)’ 2015 v barevnych kresbach Ivy Kubi-
tové. Od tzv. znovuobjeveni Mendelova
rost[in objevu v roce 1900 byla jeho prace
y spojovana predevsim s hrachem. Pouze
vyjimeéné byly pokusy s hybridy hrachu
hodnoceny v souvislosti s Mendelovou
druhou hybridiza¢ni praci o nékterych
kfizencich jestfabniku. V sedmdesatych
letech podrobné problematiku Mendelo-
vych pokusu s jinymi rostlinami nez
Pisum fesil prof. Ivo Cetl, editor komen-
tovaného ceského vydani obou Men-
delovych praci z roku 2007 v prekladu
Anny Matalové.
Autorka kreseb Mendelovych experi-
mentalnich rostlin Cerpala z tohoto Ces-
kého vydani, opatfeného bohatym poznamkovym aparatem, komentafem a Mendelovou
védeckou korespondenci z let 1866-1873 v€etné fragmentd dopist od C. Nageliho. Na
s. 117 mezi poznamkami k ¢eskému prekladu je uveden abecedni seznam latinskych
nazvl rostlinnych roda (s ¢eskymi ekvivalenty), které Mendel uvadi ve svych pracich
anebo v korespondenci. Iva Kubistova je ve své knize vyjadfila barevnymi ilustracemi
doplnénymi popisem.
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Mendelovy rostliny zahrnuiji:

Antirrhinum hledik

Aquilegia orlicek

Calceolaria pantoflicek

Carex ostfice

Cirsium pchac

Dianthus hvozdik

Geum kuklik

Hieracium jestrabnik

Cheiranthus cheir (Matthiola — fiala)
Ipomoea povijice (Pharbitis — povijnik)
Lathyrus hrachor

Lavatera slézovec

Lens ¢ocka

Linaria Inice

Lychnis kohoutek (Melandrium — knotovka)
Malva sléz

Matthiola fiala

Mirabilis nocenka

Nicotiana tabak

Oenothera pupalka

Phaseolus fazol

Pisum hrach

Potentilla mochna

Salix vrba

Tropaeolum lichofefiSnice
Verbascum divizna

Veronica rozrazil

Viola violka

Zea kukurice

Informaci o Mendelovych rostlinach jinych nez Pisum a Hieracium Sifilo
Mendelianum nejen vysadbou Zivych rostlin na klaSterni zahradé, které prezentovalo jiz
od roku 1962, ale také SirSi propagaci, napf. vypisovanim fotografickych soutézi a
dalSimi formami zachycovani fenotypu rostlin. Toto Usili se nakonec promitlo do vzniku
ilustraéniho souboru Mendelovych rostlin 1. KubiStové, ktera svou knihou pfispéla k
dosavadnim aktivitam Mendeliana.

Logicky by se méla na shora uvedeném seznamu objevit také fuchsie, se kterou
je Mendel zachycen na dvou skupinovych fotografiich z pocatku Sedesatych let 19.
stoleti. Mendelova prace s fuchsiemi je zminovana v knize L. Kfiwanka a T. Suchéanka z
roku 1898, ktera pojednava o historii moravského ovocnérstvi, vinohradnictvi a
zahradnictvi a uvadi, Ze Mendel mél Uspéch s fuchsiemi a peckovicemi. Seznam, ze
kterého vychazela Iva KubiStova, obsahuje pouze rostliny z primarnich zdrojl, tedy na
zakladé Mendelovych vlastnich udaju. Proto fuchsie do seznamu zafazena nebyla, i
kdyz se s jejim kvétem v ruce Mendel nechal dvakrat fotografovat v dobé, kdy vrcholily
jeho experimenty s hrachem.

26



Anna Matalova, Eva Matalova: Stezka Mendelovym Brne m.
Barevné fotografie s doprovodnymi texty k jednotlivym historickym mistim. Tribun Brno,
2015, 80 stran, ISBN 978-80-263-0964-2

Stezka Mendelovym Brnem provazi
misty, kde Mendel ziskaval védomosti
a Cerpal inspiraci u vyznamnych
osobnosti, hledal své uplatnéni ve
spole¢nosti, rozvijel svou touhu po
vzdélani a vyuziti pro svigj ucitelsky
talent, své organizacni schopnosti,
systémovy pfistup pfi feSeni odbornych
probléma, experimentalni dovednosti,
kritické mySleni a cit pro svobodu a
spravedinost.

Na prebalu knihy je zachycena
brnénska katedrala s pfilehlym muzej-
nim komplexem v podh(fi Petrova a
nejstarSimi  muzejnimi budovami Bis-
kupského dvora s byvalou Merkurovou
kasnou, ktera vyzveda dulezitost ob-
chodu pro Brno a Moravu. Za Merkuro-

"~ "Anna Matalova, Eva Matalova Vym Sousoél'm se novym prOSk|enym
portalem vstupuje do autentickych
prostor Mendelovy Hospodarskeé spole€nosti, ktera ve své dobé predstavovala védeckou
akademii pro Moravu a snazila se védecky feSit aktualni problémy (budovani stfedniho a
vysokého Skolstvi zalozeného na pfirodnich védach a technice). Predstavitelé
Hospodarské spole¢nosti zalozZili moravské muzeum, ve kterém rozvijeli své plany o
bohatSi spole¢nosti. F. Diebl, kustod moravského muzea a profesor na Filozofickém
ucilisti v Brné, vystavil Mendelovi certifikat ze zemédélstvi. Tato kvalifikace opravrfiovala
Mendela k praci ve Spolec¢nosti a jejim muzeu, kde Mendel pracoval od roku 1851
kratce poté, co se ukazalo, Ze neni fyzicky ani psychicky schopen vykonavat duchovni
sluzbu na starobrnénskeé fafe.

Mendel se proto vydal na ucitelskou drahu. Po navratu z videriské univerzity
ziskal formalni dekret o €lenstvi v pfirodovédné sekci Hospodarské spolecnosti. Aktivhé
se podilel na agendé Hospodarské spoleCnosti jako clen jejiho hlavniho vyboru.
Zakladatelé Hospodarské spoleCnosti maji svuj ,panteon” ve vstupni hale Dietrichstein-
ského palace. Na kvétinové vystavy Hospodarské spoleénosti upominaji prostory divad-
la Reduty, Nové radnice a pavilon v Luzankach. Mendelova pocatecni studia v Brné jsou
spojena se starobrnénskym klaSterem augustinian(i, Teologickym studijnim Ustavem u
sv. Michala a Filozofickym studijnim Gstavem u minoritd. Mendelova ucitelsk& Iéta v
Brné se pfipominaji v souvislosti s jeho zastupovanim prednasSek Jana Helceleta na
Technickém studijnim Gstavu. Na statni vysSi reéalné Skole se Mendel podilel na
transformaci klasického rozvrhu ve prospéch zvySovani podilu fyziky a pfirodovédy,
které na realce vyucoval.

Na statni vy3Si redlné Skole Mendel v roce 1860 spoluzakladal Pfirodozkumny
spolek, ve kterém Mendel pfednaSel o svych experimentech s hybridy hrachu v roce
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1865. V roce 1866 vydal Pfirodozkumny spolek jeho Pokusy s hybridy rostlin tiskem. V
roce 1869, kdy realnou Skolu opustily vyznamné osobnosti véetné Mendela, ktery se stal
opatem, se spolek stéhoval do Méstského dvora. V novém sidle spolek nemél takové
zazemi jako na realce a ke svym prednaskovym schidzim, kterym Mendel predsedal,
musel vyuZivat prostory nové budovy technického uceni.

Po zvoleni opatem a preladtem klaStera v roce 1868 Mendel ve svém slibu
vérnosti sliboval poslusnost a podfizenost brnénskému biskupovi a jeho kapitule. Jako
opat Mendel volil v roce 1871 Liberalni stranu, s jejiZ podporou se stal mistofeditelem a
pozdéji generalnim feditelem Hypoté¢ni banky Markrabstvi moravského.

Nemocnice u sv. Anny se dotykd Mendelovych Uzkosti ze styku s nemocnymi a
umirajicimi v nemocnici u sv. Anny. Reditel Spitdlu v ném probudil aktivni zajem o
meteorologii a poradatelskou €innost pfi vystavach kvétin a zeleniny. Pro vystavy
pripravoval k prodeji ovocné stromky, které sdm vypéstoval. V ovocném sadu postavil
moderni v&elin a provadél pokusy s aklimatizaci bezZihadlové vcely z Brazilie a
experimenty s parenim vceli matky v uzavieném prostoru.

Po své smrti na Tfi kradle 1884 byl Mendel uloZzen do nové zfizené hrobky
augustiniand na Ustfednim hibitové v Brné.

Mgr. Marcela Kusakova (e-mail: kusakova@knihovna.utb.cz) pusobila jako
kuratorka v Mendelianu MZM Brno, kde se také vénovala vyzkumu v ramci
své diplomové prace. Aktualné pracuje v knihovné Univerzity TomaSe Bati ve
Zliné.
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Mendelovo brn énské v édecké kolegium p Fedstavené v zasedacim sale
Hospoda rské spole €nosti

Anna Matalova

Centrum Mendelianum, Muzejni 1, Brno

Autentické prostfedi Mendelovy védecké spolecnosti (Ackerbaugesellschaft) prezento-
vané v prostorech Mendeliana bylo v letoSnim roce doplnéno o vystavu pfedstavujici
brnénské osobnosti, se kterymi byl Mendel v odborném kontaktu.

Do Hospodéaiské spolec¢nosti pfivedl Mendela doktor Pavel Olexik, Feditel
nemocnice u svaté Anny. Tam se s nim Mendel seznamil béhem své kratké pastoracni
¢innosti, po které nasledoval jeho psychicky a fyzicky kolaps a oficialni zprosténi téchto
povinnosti. Olexik také ziskal Mendela pro meteorologii a vénoval mu nékteré svoje
pristroje. Dullezitou kvalifikaci pro pfijeti do Hospodarské spolecnosti ziskal Mendel od
FrantiSka Diebla. FrantiSek Diebl byl kustodem tehdejSiho FrantiSkova muzea (dnes
Moravského zemského), ale také vyuCoval zemédélstvi na brnénském Filozofickém
studijnim dstavu. Mendel u Diebla slozil zkousky ze zemédélstvi, ovocnarstvi a vinafstvi
v roce 1846. V roce 1851 se Mendel zacal zajimat o praci v Hospodarské spole¢nosti, o
tfi roky pozdéji se stal jejim fadnym ¢lenem. Jan Tvrdy , vyznamny Slechtitel rostlin, je
pfimo spojovan s Mendelovou motivaci pro pokusy s hrachem a rostlinnymi hybridy.
Informace o novych odradach zvefejnoval Tvrdy i v zahraniénich specializovanych
Casopisech. Tvrdy vynikal jako Slechtitel fuchsii, jednu z nich dokonce nazval po svém
priteli ,prelat Mendel“. Vyznamnym brnénskym zahradnikem, se kterym byl Mendel
v Uzkém kontaktu, byl Hans Molisch . S Molischem Mendela pojil zajem o Slechténi
ovocnych stromu a révy vinné. Mendel nabizel ovocné stromky k prodeji na vystavach
Hospodarské spole¢nosti, ktera dokonce jmenovala Mendela oficialnim examinatorem v
oboru sadafrstvi. Profesor Alexander Zawadski vedl od jeho zaloZeni Pfirodozkumny
spolek, filialni organizaci Hospodarské spolecnosti. Na pudé tohoto spolku zaznéla
v roce 1865 Mendelova pfednaska a diky spolkovému Casopisu vySla o rok pozdéji
tiskem a dostala se také do zahranici. O vydani Mendelovy prace tiskem se vyrazné
zaslouzil profesor Gustav Niessl ; bez této publikace bychom dnes o Mendelové objevu
stézi védeéli. Za zminku jisté stoji také Karel Theimer , botanik a ¢len vyboru
PFfirodozkumného spolku, ktery predsedal Mendelové prednaSce. S Mendelovou
ucitelskou a védeckou kariérou Uzce souvisi i Josef Auspitz , ktery poskytl prostor pro
PFirodozkumny spolek. Auspitz byl zndm svou angazovanosti v boji za svobodu béhem
boufi vroce 1848 a nesl nésledky svych radikalnich postojd ztratou nadéje na
univerzitni kariéru ve Vidni. Brno, kde se pravé formovala vy3sSi redlnd Skola
(Staatstoberrealschule) ho uvitalo s otevienou naruci. Na této reélce na Johannesgasse
(dnedni Janska ulice) Mendel nejenom ucil, ale i pfednaSel o svych objevech. Na
zasedani spolku predchazejicim Mendelové pfednasce O pokusech s hybridy rostlin,
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referoval Alexander Makowsky o darwinismu. Makowsky, podobné jako Mendel, stu-
doval vznik hybridd. Mendelovym blizkym pfitelem ze studii na videnské univerzité byl
Johann Nave , ktery se zabyval oplozenim u fas.

V souvislosti s Mendelovou veelafskou ¢innosti je tfeba zminit jméno FrantiSek
Xaver Zivansky. Zivansky byl élenem Vé&elafského spolku Hospodéarské spoleénosti a
odmital Gavahy o tom, Ze by se v€ely mohly péfit s vybranymi trubci v uzavieném
prostoru, jak se o to marné pokousel Mendel. Mendelovy aklimatiza¢ni pokusy se vcelou
Trigona lineata zaujaly profesora Antonina TomaSka z brnénské techniky. Antonin
Tomasek zajistil, aby se zpravy o Mendelovych aklimatizaénich pokusech s tropickou
vCelou dostaly do specializovaného ¢asopisu v Némecku. Zprava o nich vysla i rusky.
S néarustem prirodovédnych expedic do exotickych zemi rostl zajem o aklimatizaci cizo-
krajnych rostlin a zvifat.

Vybor Ptirodozkumného spolku
s vyznac¢enim osobnosti Mendelova kolegia

Nahled do vystavy Mendelovo brnénské védecké kolegium

Zastupci Mendelova kolegia jsou doplnéni o jeho blizkého pfitele, MatouSe
Klacela. Klacel, stejné jako Mendel, plisobil v augustinianském klastefe na Starém
Brné, byl ¢lenem Pfirodozkumného spolku a okruhu liberalt kolem Josefa Auspitze. Na
zakladé obvinéni ze Sifeni nebezpecnych ideji byl Klacel zbaven profesorského mista
na brnénském Filozofickém studijnim Ustavu. Pozdéji Klacel tajné opustil klaster a ve
svém exilu v USA vzpominal na Mendela jako na svého svobodomysiného pfitele.
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Jednotlivé osobnosti a jejich vztah k Mendelovi davaji nahlédnout do ideového
nosti, ktera je v Ottové slovniku nau¢ném oznaCovana jako moravska védecka akade-
mie, ktera podporovala védu, vyzkum a vzdélanost.

Vystava byla pripravena v ramci projektu ESF Mendelova interaktivni Skola genetiky
(CZ.1.07/2.3.00/45.0037). Design: ANO Agency, Brno.

PhDr. Anna Matalova je dlouholetou pracovnici Mendeliana Moravského
zemského muzea v Brné (do odchodu do dichodu plsobila jako vedouci).
Aktudlné je hlavnim odbornym konzultantem projektu Mendelianum — atraktivni
svét genetiky a koordinatorkou projektu Mendelova interaktivni Skola genetiky.
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Formovani sest Fihového komplexu v kontextu bun  ééného jadra

Eva Stejskalova

Ustav molekularni genetiky AV CR, v.v.i., Videriska 1083, 142 20 Praha 4 - Kr&
Abstrakt

VétSina genl kodujicich proteiny vysSich eukaryot obsahuje introny, které musi byt
odstranény z primarnich transkriptd. Vznikajici mRNA muaze byt poté pouzita jako
templat pro syntézu proteind. Sestfih intront probiha za pomoci sloZitého sestfihového
komplexu, ktery se sklada z malych jadernych ribonukleoproteinovych &astic (snRNPS).
snRNPs vznikaji béhem slozitych drah odehravajicich se jak v jadre, tak v cytoplazmé.
Sestfihovy komplex se poté postupné sklada na molekule pre-mRNA. Jedna se o velmi
dynamicky a presné regulovany proces, ktery je fizen nejenom sekvenci samotné pre-
MRNA, ale zalezZi i na stavu celého jadra, napf. na modifikacich chromatinu. Mezi
zakladni nezodpovézené biologické otazky patfi napfiklad: Jak buriky fidi, kdy a kde se
sestfihovy komplex posklada? Co predurCuje, které introny budou vystfizeny? V této
praci byl zkouman sestfihovy komplex a jeho skladani v kontextu bunééného jadra z
nékolika raznych dhld pohledu. Za prvé se prace vénovala neoCekavané souvislosti
mezi sestfihovym faktorem U1-70K a komplexem SMN (z angl. survival of motor
neurons), ktery je hlavnim UcCastnikem biosyntetické drahy malych jadernych
ribonukleoproteinovych c&astic. Podafilo se odhalit, Ze protein U1-70K interaguje s
komplexem SMN a Ze tato interakce je kliCova pro stabilitu gem, malych nemembrano-
vych jadernych organel, jejichz absence souvisi se vznikem neurodegenerativnich
onemocnéni. Za druhé byla zkoumana uloha proteinu RBM39 (z angl. RNA binding
motif 39) v regulaci alternativniho sestfihu genu pro vaskularni endotelialni ristovy
faktor. Uké&zalo se, Ze RBM39 je soucasti casneho sestfihového komplexu, kde intera-
guje s proteiny U1-70K a U2AF35. Nakonec byly popsany interakce proteinu Brd2, ktery
vaze acetylované histony, s acetylovanym chromatinem in vivo.

Uvod

Geny vysSich eukaryot jsou tvofeny exprimovanymi sekvencemi (exony), mezi kterymi
se nachazi intervenujici sekvence (introny). Aby mohla vzniknout maturovana
messenger RNA (mRNA), musi dojit k odstranéni intront z nascentnich transkriptd pre-
MRNA a spojeni exonu. Tento pro expresi genl kliCovy proces se oznacuje jako sestfih
pre-mRNA a je vykonavan slozitym makromolekularnim sestfihovym komplexem, ktery
se sklada z péti malych jadernych ribonukleoproteinovych ¢astic (SnRNPs), bohatych na
uridin. Kazda snRNP se sklada z malé jaderné RNA (U1, U2, U5 a U4/U6 snRNA) a
sady specifickych proteint. U v8ech snRNP se vSak vyskytuje jeden spolecny motiv —

32



kruh sedmi malych Sm proteint (v pfipadé U6 jsou to LSm proteiny) navazanych na
konzervovany sekvenéni motiv bohaty na uridin. VSechny snRNA jsou pfepisovany RNA
polymerdzou I, svyjimkou U6 snRNA, ktera je pFepisovdna RNA polymerazou Il
(shrnuto v [1]). Po transkripci jsou nascentni snRNA exportovany do cytoplazmy, kde
jsou navazany komplexem SMN, ktery naklada kruh Sm proteind na jejich rozpoznavaci
sekvenci (tzv. Sm misto). Kruh Sm protein chrani snRNA pfed degradaci nukleazami a
jeho navazani spousti dalSi upravy, po kterych jsou nascentni ShnRNP transportovany
zpét do jadra. SMN komplex je pravdépodobné importovan spolu s snRNPs a soudi se,
Ze se od nich odpojuje kratce po pfichodu do jadra (shrnuto v [2]).

Nové importované snRNPs se nachazeji v Cajalovych téliscich (CB), bez-
membranovych jadernych organelach, kde jsou dale modifikovany. CB hraji roli jak v de
novo skladani, tak v recyklaci U4/U6 di-snRNP a U4/U6-U5 tri-snRNP (shrnuto v [3]).
DalSi dulezita bezmembranova téliska, zvana gemy, se €asto vyskytuji v blizkosti CB a
jsou bohat& na proteiny uc€astnici se transkripce a Uprav RNA. Také v nich se nachazi
jadernd populace komplexu SMN. Fyziologicka funkce gem dosud nebyla pIné
objasnéna, ale vi se, Ze jejich ztrata z jadra koreluje se zavaznosti neurodegenerativ-
nich chorob, jako je napfiklad spinalni svalova atrofie nebo amyotroficka lateralni
sklerdza (shrnuto v [4]).

PIné zralé snRNP jsou pfipraveny Uc€astnit se sestfihu pre-mRNA. Sestfihovy
komplex se postupné sklada pfimo na molekule pre-mRNA a poté katalyzuje dvé
transesterifikaéni reakce vedouci k odstranéni intronu a spojeni pfilehlych exonu.
Skladani sestfihového komplexu (shrnuto v [5]) zacina interakci Ul snRNP s5°
sestfihovym mistem, &imZ se wvytvofi Casny sestfihovy komplex (E-komplex). 3
sestfihové misto je rozpoznano heterodimernim proteinem U2AF a sestfihovym
faktorem 1. Helikdzové proteiny DexD/H poté katalyzuji pfipojeni U2 snRNP Kk E-
komplexu za spotfeby ATP a dochazi k ustaveni sestfihového A-komplexu. Pfipojenim
pfedem sloZzeného U4/U6- U5 tri-snRNPu se vytvori B-komplex. Poté dochazi k nékolika
konformacnim pfesmykim, Ul a U4 snRNP opousti sestfihovy komplex a ustavi se
katalyticky aktivni B*-komplex, ktery nasledné katalyzuje prvni transesterifikacni reakci.
Po jejim probéhnuti vznika sestfihovy C-komplex a bé&hem druhé trans-esterifikace
dochazi k ligaci exonu a vystépeni intronu ve formé lasovité smycky. Maturovana mRNA
poté opousti sestfihovy komplex a U2, U5 a U6 snRNP disociuji z lasovité smycky a
jsou recyklovany pro dalSi pouziti.

Rozpoznavéani intront (shrnuto v [6]) nezavisi pouze na konsenzudlnich
sekvencich sestfihovych mist, ale je zpfesfiovano pomoci dalSich cis-elementu
v sekvenci pre-mRNA. Tyto elementy jsou vazany regulaénimi proteiny, které dale vazi
riizné soucasti sestfihového komplexu. Na zesilujici sekvence se obvykle vazi proteiny
zrodiny bohaté na serin/arginin (SR), kdezto umlicCujici sekvence jsou vazany
heterogennimi jadernymi ribonukleoproteiny (hnRNP).

Pokud jde o kratké introny (do cca 250 nukleotidd), ustavuje se E-komplex mezi
5" a 3" sestfihovymi misty stejného intronu. Vétsina pre-mRNA vySSich eukaryot oviem
obsahuje mnoho intrond rlznych délek (az tisice nukleotidl), kdezto délka exonu je
pomérné stabilni (pramérné cca 120 nukleotidl). Proto se v pfipadé dlouhych intron(
sestfihovy E-komplex ustavuje nejprve mezi sestfihovymi misty na stejném exonu.
Takovato definice exonu je umoznéna siti protein-proteinovych interakci mezi SR
proteiny, které stabilizuji E-komplex definovany pfes exon. Exon-definovany E-komplex
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se poté presmykuje na sestfihovy komplex mezi sestfihovymi misty na stejném intronu.
Mechanismus tohoto pfesmyku neni znam.

Nedavno byla popsana sit protein-proteinovych interakci, kterd podmiruje
rozpoznavani intrond v kvasince S. pombe [7]. Autofi studie identifikovali protein Rsd1l
jako mustkujici faktor mezi U1 a U2 snRNP. Lidsky homolog proteinu Rsdl, RNA-
vazebny protein 39 (RBM39), se Ucastni sestfihovych aktivit [8]. RBM39 byl detegovan
v sestfihovém E-komplexu pomoci hmotnostni spektrometrie [9] a bylo popsano, Ze
reguluje alternativni sestfih genu pro vaskularni endotelialni rdstovy faktor (VEGF) [10,
11]. Molekularni mechanismus této regulace vsak neni znam.

VétSina genu vysSich eukaryot (téméf 95 % u savcich genu) podléha alternativ-
nimu sestfihu, pomoci kterého vznikaji rizné isoformy mRNA davajici vznik proteinim
s raznymi funkcemi (shrnuto v [12]). Regulace skladani sestfihového komplexu je
zajiSténa spolupraci mnoha faktortl (sekvence pre-mRNA, proteinové faktory, vazba
sestfihu a transkripce a epigenetické faktory). Modifikace histon( také ovliviuji vysledek
alternativniho sestfihu daného genu, nebot jsou schopny vychytavat adaptérové
proteiny, které dale vychytavaji sestfihové faktory. Zda se, Ze modifikace histoni ne-
podminuji vysledky alternativniho sestfihu, ale slouzi spiSe k jejich jemnému ladéni [13].

Je znamo, Ze acetylace histon( reguluje alternativni sestfih [14], nicméné nevi
se, jakou roli hraji v tomto procesu proteiny rozpoznavajici acetylaci histond. Proteinova
rodina BET (z angl. Bromodomain extra-terminal) patfi mezi proteiny rozpoznavajici
acetylaci pomoci dvou konzervovanych bromodomén [15]. Proteiny rodiny BET se
GCastni regulace transkripce a mozna i sestfihu [16]. Jeden ze ¢lena rodiny BET, protein
Brd2, je produktem esencialniho genu, jehoZz delece vede k zavaznym poSkozenim
vyvoje mozku u mysi [17, 18]. Brd2 je ¢lenem mnoha rdznych proteinovych komplexa,
asociuje napf. s RNA polymerazou Il, acetylazami histon a chromatin-remodelujicimi
faktory [19]. Je také znamo, Ze Brd2 usnadriuje prichod RNA polymerazy Il
acetylovanym chromatinem in vitro [16]. Vzhledem k témto poznatkim jsme se v nasi
laboratofi rozhodli otestovat chromatin-vazebné vlastnosti proteinu Brd2 jakoZzto
mozného regulatoru alternativniho sestfihu.

Cile prace

Prace byla zaméfena na studium formovani sestfihového komplexu. Studovany byly
interakce mezi slozkami sestfihového komplexu a procesy odehravajici se pfi regulaci
sestfihu. Pfitom byly pouzivany rizné biochemické a mikroskopické pfistupy, aby bylo
mozné zodpovédét tyto hlavni otazky:
e jakou ulohu hraje sestfihovy faktor U1-70K v tvorbé a udrzovani jadernych
gem? Jakeé jsou jeho interakce s komplexem SMN?
» jakou roli hraje protein RBM39 v regulaci alternativniho sestfihu a jaké jsou
jeho interakce?
» jak protein Brd2 interaguje s acetylovanym chromatinem v Zivych burikach?

Material a metody

V této préaci byly pouzity biochemické metody jako ko-imunoprecipitace a westernovy
pfenos, a techniky molekularniho klonovani pro charakterizaci protein-proteinovych a
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RNA-proteinovych interakci. Mikroskopicky byly sledovany interakce proteind in situ ve
fixovanych burfikdch pomoci Forsterova rezonanéniho pfenosu energie. Pro vyzkum
fyziologickych funkci proteind naSeho zajmu byla vyuZita RNA interference s pouZzitim
siRNA. Analyza alternativniho sestfihu byla provadéna s vyuZitim izolace RNA
nasledované reverzni transkripci a polymeradzovou fetézovou reakci. Tyto metody byly
doplnény pokrocilou fluorescenéni mikroskopii, jako napfiklad strukturni iluminaci,
rastrovaci korelaéni mikroskopii a kinetickymi metodami, jako je napf. FRAP (z angl.
Fluorescence recovery after photo-bleaching).

Vysledky

V prvni ¢asti prace byla ukazana nova interakce mezi proteinem U1-70K a komplexem
SMN, a také dulezitost této interakce pro integritu jadernych gem. Bylo zjisténo, Ze
sestfihovy faktor U1-70K sméfuje do jadernych gem pomoci své N-koncové domény
(aminokyseliny 1-60). Dale bylo ukazano, ze pravé tato doména zprostfedkovava
interakci s komplexem SMN. Po depleci proteinu U1-70K dochazi ke ztraté jadernych
gem. Tento fenotyp je zachranén exogenni expresi N-koncové domény proteinu U1-70K
nebo proteinu SMN.

V ramci druhé ¢&asti byly zkoumany interakce proteinu RBM39 a jeho Uloha
v regulaci alternativniho sestfihu. Bylo potvrzeno, Zze RBM39 reguluje alternativni sestfih
pre-mRNA vaskularniho endotelialniho ristového faktoru. Bylo dokazano, ze RBM39
asociuje se sestfihovym komplexem E a interaguje s proteiny U2AF35 a U1-70K. Tyto
interakce jsou zprostfedkovany doménou RS proteinu RBM39.

Ve treti Casti byly popsany interakce proteinu Brd2 s chromatinem pomoci technik
pokrocilé fluorescenéni mikroskopie a matematického modelovani. Bylo ukazano, Ze
mutace, které byly publikovany jako zni€ujici pro interakci proteinu Brd2 s acetylovanym
histonem H4 [15], aplné nebrani interakci bromodomén s acetylovanym chromatinem,
ale spiSe sniZuji jejich vazebny potencial. NaSe analyzy ukazaly, Ze za norméalnich
podminek je dynamické chovani proteinu Brd2 podminéno zejména interakcemi jeho C-
koncové domény, ktera se podili i na vazbé na chromatin. Za normalnich okolnosti se
na chromatin vaze pouze pfiblizné 40 % pfitomnych bromodomén. V pfipadé hyper-
acetylace histonu se tento podil zvySi na témeér 85 % a vazebny €as se prodlouzi témér
sedmkrat.

Diskuze
Priméarni transkripty vétSiny gena vysSich eukaryot obsahuji mnozZstvi intrond, které se
vSak v maturované mRNA nevyskytuji. Vystfizeni téchto intrond z pre-mRNA zajistuje
dynamickda sit sestfihovych snRNP, které se skladaji béhem slozitych drah. Kli¢ovym
prvkem téchto drah je multiproteinovy komplex SMN, v jehoZ centru se nachazi stejno-
jmenny protein. Nedostatek proteinu SMN v organismu zpusobuje neurodegenerativni
onemocneéni, spinalni svalovou atrofii, ktera se projevuje progresivnim odumirdnim
motorickych neurond. V soucasné dobé neni znamo, co zplsobuje tkafiové specifické
projevy této nemaoci.

Pocet jadernych gem v bunkach pacient se spinalni svalovou atrofii je vSeobec-
né pfijimanym indikatorem hladiny proteinu SMN v téchto burikach a pokles poc¢tu gem
koreluje se zavaznosti spinalni svalové atrofie. Nedavno se ukazalo, Ze ztrata gem je
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buné&nym markerem i jiného neurodegenerativhiho onemocnéni, amyotrofické lateralni
skler6zy (ALS). Velka ¢ast pacientd s ALS ma mutace v genech pro proteiny Ucastnici
se zpracovani pre-mRNA. Tato prace ukazala, Ze sestfihovy faktor U1-70K patfi
k proteinim, jejichZ deplece vede ke ztraté jadernych gem. Pokud vime, mutace v genu
pro protein U1-70K nebyly dosud u pacientd ALS identifikovany [20]. Nicméné, vysledky
nasi prace nasvédCuji tomu, Ze pravé protein U1-70K by mohl byt zajimavym
kandidatem pro screening mutaci v pfipadech ALS sdosud neidentifikovanou
genetickou pfic¢inou.

NaSe vysledky také identifikuji U1-70K jako dosud neznameého interakéniho
partnera komplexu SMN. Komplex SMN byl nedavno objeven v ¢asnych sestfihovych
komplexech v lidskych bunkach [21] a soudi se, Zze napomah& recyklaci post-
sestfihovych komplexu a pfimo se U€astni sestfihu v podminkéach in vitro [22]. Vzhledem
k tomu, Ze sestfihovy faktor U1l-70K se vyskytuje pravé v Casnych sestfihovych
komplexech, naSe data mohou vysvétlit, jakym zplisobem komplex SMN asociuje se
sestfihovym komplexem.

Sestfihovy komplex se postupné sklada pfimo na molekule pre-mRNA. Toto
skladani musi byt pfisné kontrolovano, protoze vyuzivani spravnych sestfihovych mist je
klicové pro preZiti organismu. Proteiny prekladané ze Spatné sestfizenych transkriptd by
byly vadné nebo nefunkéni. Sestfihovy komplex proto musi byt schopen vystfihovat
introny zaroven rychle a velmi pfesné, coz pfedstavuje nelehky ukol, vzhledem k tomu,
Ze introny obvykle byvaji o mnoho delSi nez exony a Ze genom obsahuje velké mnozstvi
kryptickych sestfihovych mist.

Na pocatku genomické éry se soudilo, Ze introny patfi do skupiny tzv. ,odpadni“
DNA. K nezodpovézenym otazkdm proto patfilo, pro¢ si burika ponechava v genomu
nekodujici sekvence, které je tfeba replikovat, pfepisovat, sestfihovat a odbouravat se
znaCnymi metabolickymi néklady. Pozdéji zacalo byt zjevné, Ze sloZité organismy
ziskaly evoluéni vyhodu diky moZznosti vyrdbét pomoci jednoho transkriptu rdzneé
proteinové produkty s vyuzitim alternativniho sestfihu. Alternativni sestfin umoZnuje
vyznamné obohaceni transkriptomu a proteomu bez nutnosti rozSifovani genomu a také
umoznuje regulovat expresi proteinli v zavislosti na buné€ném typu, vyvojovém stadiu a
dalSich signalech.

V této praci bylo dokazano, Ze protein RBM39 reguluje alternativni sestfih pre-
MRNA vaskularniho endotelialniho rastového faktoru v bunéénych liniich odvozenych
z nadorovych bunék. Protein RBM39 byl detegovan v lidskych €asnych sestfihovych
komplexech [9, 23, 24] a bylo objeveno, Ze se UCastni sestfihu v kvasinkach [7],
Drosophile [25] a u lidi [10]. Kvasinkovy homolog RBM39, protein Rsdl, spojuje Ul a U2
snRNP pomoci sité interakci probihajici pres proteiny U1A, Rsdl, SpPrp5 a podjednot-
ku b sestfihoveho faktoru SF3 [7]. Byla popsana interakce mezi lidskym proteinem
RBM39 a heterodimernim proteinem U2AF [26] a také mezi RBM 39 a sestfihovym
faktorem SF3b155 [27]. Potencialni interakéni parther RBM39 v U1 snRNP ovSem neni
znam.

NaSe prace ukazala, Ze RBM39 interaguje s proteinem U1-70K a Ze tato inter-
akce je zprostfedkovana C-koncovou RS doménou proteinu RBM39. Nedavno bylo
popsano, ze N-koncova UHM doména proteinu RBM39 je klicova pro jeho interakci
s proteinem SF3b155 z U2 snRNP [27]. Bylo by lakavé spekulovat, ze RBM39
interaguje s proteiny U1-70K a SF3b155 zarover a funguje tedy jako mistek mezi Ul a
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U2 snRNP ve vznikajicim sestfihovém komplexu. Nicméné pro blizSi prozkoumani
interakci RBM39 v Case a prostoru je tfeba dalSich experimentu.

Vzhledem k tomu, Ze sestfih vétSiny pre-mRNA se odehrava za podminek stéle
probihajici transkripce, vysledek sestfihu neovliviiuji jenom regulaéni elementy
v sekvenci pre-mRNA, ale i chromatinové modifikace. Nedavno bylo popsano uzké
spojeni mezi modifikacemi histont a regulaci alternativniho sestfihu [28]. Zatim vSak
bylo identifikovano jen nékolik chromatin vazebnych proteind, které by pfimo ovliviiovaly
alternativni sestfih (shrnuto v [13]).

Bylo popsano, Ze acetylace histond reguluje alternativni sestfih [14], nicméné, jak
se tohoto procesu Uc€astni proteiny, které vazou acetylované histony, neni znamo. V této
praci je charakterizovan potencialni regulator alternativniho sestfihu, protein z rodiny
BET, Brd2. Brd2 interaguje s acetylovanymi histony a asociuje s mnoha rlznymi
proteinovymi komplexy, napf. s RNA polymerazou I, transkripénimi faktory, acetylazami
histonl a chromatin-remodelujicimi komplexy. Bromodomény proteinu Brd2 selektivhé
rozpoznavaji specifické acetylované lysiny na histonu H4. C-koncova ET doména
protein rodiny BET interaguje s proteiny remodelujicimi chromatin, napf. methyltransfe-
razou NSD3 a hydroxylazou JMJDG6 [29, 30].

V praci bylo ukazano, Ze vazba proteinu Brd2 na chromatin neni fizena jen
bromodoménami, ale je modulovana C-koncovou doménou, ktera pravdépodobné
interaguje bud pfimo s chromatinem, nebo s jinymi proteiny vazajicimi chromatin.
Nicméné, v pfipadé hyperacetylace chromatinu pfrevladne interakce bromodomén
s acetylovanymi histony, ktera poté podminuje celkovou interakci Brd2 s chromatinem.
Protein Brd2 ovliviiuje jak transkripci, tak alternativni sestfih, a tim se zafazuje do sité
funkéné propojujici transkripci a sestfih. Gen pro protein Brd2 je esenciélni a jeho
mutace jsou u lidi spojovany s epilepsii. Jedno z moznych vysvétleni by mohlo byt, Ze
nedostatek proteinu Brd2 v neuronech, které jsou silné zavislé pravé na alternativnim
sestfihu, se projevi nefunkénosti regulacnich proteind nutnych pro komunikaci mezi
neurony.

Zaver

Tato dizertacni prace byla zaméfena na formovani sestfihového komplexu v kontextu
bunécného jadra z nékolika rdznych uahld pohledu. V rdmci prvniho projektu byla
popsana neocekavana interakce mezi proteinem U1-70K a komplexem SMN. Tato
interakce byla zmapovana, byla identifikovana N-koncova doména U1-70K jako kli¢ova
pro tuto interakci a pro cileni proteinu U1-70K do jadernych gem. Bylo ukazano, Ze po
depleci U1-70K dochazi ke ztraté jadernych gem, Cemuz Ize pfedejit exogenni expresi
N-koncové domeény U1-70K. NaSe pozorovani nasvédcuji tomu, Ze protein U1-70K ma
kromé funkce v sestfihu pre-mRNA také ulohu ve vzniku a/nebo udrzovani jadernych
gem. Béhem druhého projektu bylo potvrzeno, Ze protein RBM39 reguluje alternativni
sestfih genu pro vaskularni endotelidlni ristovy faktor. Byly popsany interakce RBM39 a
proteiny U2AF a Ul-70K v ¢asném sestfihovém komplexu. Obé tyto interakce jsou
zprostifedkovany RS doménou RBM39. NaSe vysledky nasvédcuji tomu, ze RBM39
reguluje alternativni sestfih prostfednictvim interakci se sestfihovym komplexem E. Ve
tfetim projektu byla zkouméana regulace alternativniho sestfihu. Popsany byly interakce
chromatin-vazajiciho proteinu Brd2 s chromatinem. Uk&zalo se, Ze dynamika proteinu
Brd2 je za normalnich podminek fizena interakcemi zprostfedkovanymi C-koncovou
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doménou a Ze mutace, které byly publikovany jako destruktivni pro interakci Brd2 s
acetylovanymi histony, pouze snizuji afinitu bromodomén proteinu Brd2 k chromatinu
v podminkach in vivo. Také bylo ukdzano, Ze jednotlivé bromodomény jsou schopny
interagovat s acetylovanym chromatinem nezavisle a tato interakce je silngjsi u bromo-
domény 1.
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Vlastnosti specifickych protilatek prionovych choro b a moznosti jejich vyuZiti

Eva Safafikova

Ustav imunologie a mikrobiologie 1. Lékarska fakulta UK, Studni¢kova 7, 128 00 Praha
Abstrakt

Transmisivni spongiformni encefalopatie (TSE) jsou neurodegenerativhi onemocnéni
charakterizovana ukladanim patologické formy prionového proteinu (PrP"™>F) v mozku.
V soudasnosti je PrP™>F jediny specificky biochemicky marker lidskych a zvifecich TSE.
Laboratorni diagnostika je zaloZena na priikazu rezistentniho jadra PrP"™>F (PrPres) po
Stépeni vzorku mozkového homogenéatu proteindzou K. PrPres je posléze detegovan
pomoci western blotu nebo imunometodami. Obé metody jsou vSak obtizné standardizo-
vatelné, ¢asové naro¢né a nejsou schopné zachytit k proteolytickému Stépeni senzitivni
formy PrP™SE, V této praci jsme se zamé¥ili na pfipravu nového typu testt zalozenych na
prikazu PrP™SE bez nutnosti St&peni proteindzou K & jinym enzymem. Plsobenim
glukézy a jinych redukujicich cukrd v organismu vznika spektrum produktd zvanych
koncové produkty glykace. Vzhledem k dlouhodobému ukladani prionovych depozit
v mozku dochazi ke glykaci i u PrP™E. Detekce glykovaného PrP™E by tak mohla sehréat
roli diagnostického markeru. V ramci prvni ¢asti studie jsme se zaméfili na pfipravu
monoklondalnich protilatek specifickych pro glykovany prionovy protein. Pfipravili jsme
bakterialné exprimovany rekombinantni lidsky prionovy protein (rhPrP). Na rhPrP jsme
pusobili kyselinou glyoxalovou za vzniku karboxymethyl modifikovaného rhPrP (rhPrP-
CML), ktery predstavuje hlavni slozku koncovych produktu glykace v organismu. rhPrP-
CML byl pouzit kimunizaci mySi a pfipravé hybridomovych bunék. Screeningem
bunéénych supernatantt byly vybrany 4 slibné klony. Jeden z nich (EM-31) silné reaguje
s lidskym a mySim rekombinantnim PrP-CML a tfi dalSi klony navic reaguji s CML in
vitro modifikovanym lidskym a mySim mozkem. V dalSi Céasti studie jsme vyvinuli
sendvi¢ovou DELFIA imunoesej pro detekci prionového fragmentu PrP226* v lidskych
mozkovych homogenatech. Zjistili jsme, Ze fragment PrP226* se hromadi v prionovych
agregatech a po jeho uvolnéni denaturaci jej Ize specifickou protilatkou V5B2 detegovat
bez nutnosti Stépeni proteinazou K. Podil mnoZstvi PrP226* méfeného v nativnich a
denaturovanych vzorcich byl signifikantné odliSny u vzorkd mozk( pacientu postiZzenych
TSE a vzorkd kontrolnich.

Uvod

Prionové choroby, neboli transmisivni spongiformni encefalopatie (TSE), jsou
neurodegenerativni onemocnéni spojena s Ubytkem neuron(, spongiformnimi zménami,
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gliézou a ukladanim patologické formy prionového proteinu v mozku [1]. Onemocnéni se
projevuje napfiklad jako klusavka (,scrapie) ovci a koz, bovinni spongiformni
encefalopatie (BSE) skotu nebo chronické chfadnuti (CWD) jelenovitych. Prvni lidska
prionova choroba byla popsana v roce 1920 — 21 Hansem Creutzfeldtem a Alfonsem
Jakobem [2, 3]. V padesatych letech 20. stol. doSlo na Nové Guinei k epidemii kuru,
ktera se rozsifila u pfislusnikd domorodého kmene Fore béhem ritudlniho kanibalismu
[4]. Celosvétoveé je nejCastéjSi lidskou prionovou chorobou Creutzfeldtova-Jakobova
nemoc (CJN) s incidenci onemocnéni 1 — 2 pfipady na milion obyvatel roCné.
Onemocnéni vétsSinou vznika bez znamych pficin (85% pfipadd), mize ale byt i dédi¢né
(10 — 15% pfipadu) nebo ziskané (2 — 3% pripadu). Vzacnéji se vyskytuje dédicny
Gerstmann-Straussler-Scheinkeriv syndrom (GSS) a fatalni familiarni insomnie (FFI)
[5]. V soucasnosti velkou pozornost pouta variantni CIN (vCJIN), ktera vznikla s nejvétsi
pravdépodobnosti alimentarnim pfenosem BSE priont na ¢lovéka. Na rozdil od klasické
CJN postihuje prfedevsim mladé lidi, vCIN priony se akumuluji i v organech imunitniho
systému a choroba je pfenosna krevni transfuzi [6, 7].

Podle prionové hypotézy je infekénim agens prionovych chorob patologicky
sloZeny prionovy protein (PrP™>F, nékdy té7 znadeny PrP%%), ktery se mnoZi pfimym
kontaktem s buné&Snym prionovym proteinem (PrP®), jemu? dok&Ze vnutit svoji
patologickou, na struktury B-skladaného listu bohatou konformaci [1]. PrP® se vyskytuje
na povrchu vétSiny bunék vtéle [1, 8] a jeho fyziologickd funkce zatim nebyla
objasnéna. Uvazuje se napfiklad o jeho Uloze v metabolismu médi, regulaci apoptozy, v
procesu uceni a paméti, signalni transdukci, pfenosu vzruchu na synaptické membrang,
ovlivnéni  cirkadidlniho  rytmu, bunécné diferenciaci, antioxidacni ochrang,
neuroprotekénich procesech a dalsich bunéénych d&jich [9]. Molekula PrP obsahuje ve
své sekundarni struktufe vysoky podil a-Sroubovice, coz ji Cini dobfe Stépitelnou
protedzami. Pologas Zivota molekuly PrP® v burice se odhaduje na 3 — 6 hodin [10, 11].
Oproti tomu molekula PrP™F je v priibéhu konformagnich zmén obohacena o strukturu
B-skladaného listu (z pouhych 3% u PrP® na 34% u PrP™F) [12, 13], ktera ji &ini
Sasteéné odolnou vigi proteolyze. PrP™F navic agreguje za tvorby amyloidovych fibril a
vytvafi v mozku depozita, kterd se podili na rozvoji onemocnéni. V soucasnosti
neexistuji protilatky specifické pro PrP™E, které by byly klinicky vyuZivany a
diagnostické testy jsou zaloZeny na prikazu rezistentniho jadra PrP™F po &tépeni
vzorku proteinazou K pomoci western blotu nebo imunohistochemie fixované mozkové
tkdné. Tento krok je vS8ak pracny a Casové naroCny a obtizné standardizovatelny.
Resenim problému by mohl byt zcela novy typ diagnostickych testd zaloZenych na jiném
principu neZ je detekce PrP™F, kde by nutnost kroku $tépeni proteindzou K odpadla. V
prvnim pfipadé jsme se zaméfili na detekci glykovaného prionovému proteinu
monoklondlni protilatkou, ve druhém pfipadé jsme vyuzili protilatky specifické pro
prionovy protein bez C-koncového ukotveni.

Glykovany protein by mohl podle naSi hypotézy pfedstavovat novy typ markeru
pro TSE, ktery by bylo mozné pfimo prokazat specifickou monoklonalni protilatkou bez
potfeby Stépeni proteinazou K. Plsobenim glukézy a jinych redukujicich cukra v
organismu vznikd spektrum produktl zvanych koncové produkty glykace (advanced
glycation end products, AGEs). AGEs hraji klicovou roli napf. pfi patogenezi komplikaci
diagnostickym markerem pfi sledovani kompenzace diabetiku. Ve snizené mife dochazi
ke glykaci membranovych proteind senescentnich erytrocytd u jedincd s normalni
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hladinou glukdzy v krvi [15], v€etné bunécného prionového proteinu [16]. Glykace byla
ve zvySené mife pozorovana i na depozitech proteinovych agregatd v mozcich pacientu
s neurodegenerativnimi onemocnénimi, jako jsou Alzheimerova a Parkinsonova
choroba, amyloidézy a prionova onemocnéni [17]. Ke glykaci v téchto pfipadech
dochazi z davodu dlouhodobého vyskytu proteinovych depozit v organizmu a jejich
vystaveni uc€inkim glukézy. V mozcich CJIN pacientu byla za pomoci nespecifické
protilatky proti AGEs opakované prokazana depozita glykovaného PrP™F [18, 19],
absence monoklonalni protilatky specifické pro glykovany PrP vSak brani moznosti
zavedeni specifického diagnostického testu pro tento typ depozit. Absence protilatky téz
znemozfuje zabyvat se podrobnéjSimi studiemi role glykace na iniciaci patologie v in
vitro i in vivo systémech. V této Casti studie jsme se zaméfili na pfipravu monoklonalnich
protilatek proti glykovanému prionovému proteinu a na charakterizaci jejich vlastnosti.
V5B2, specifické proti lidskému peptidu PrP,14226 [20]. V5B2 specificky rozeznava C-
koncovy fragment prionového proteinu zakon¢eného tyrosinem 226, ktery byl nazvan
PrP226* [21]. Monoklonalni protilatka V5B2 tak predstavuje jedineCny nastroj pro
studium lokalizace a chovani tohoto C-koncové neukotveného fragmentu prionového
proteinu v riznych biologickych vzorcich. V sou€asnych publikacich se objevuji zpravy o
riznych zkracenych formach abnormalniho prionového proteinu identifikovanych
v prionovych depozitech [22-26]. Jednim z identifikovanych fragmentl je PrP bez
glykosylfosfatidylinositolové kotvy, tj. PrP(AGPI), zkraceny na uplném C konci [26-28].
Ptestoze Uloha GPI kotvy v replikaci PrP™F a $ifeni onemocnéni zistava nejasna [29-
31], PrP(AGPI) pusobi ve smyslu urychleni tvorby a Sifeni priond [32-34]. V této Casti
studie jsme se zaméfili na vyvoj sendviCové DELFIA imunoeseje pro detekci fragmentu
PrP226* v lidskych mozkovych homogenatech, s vyuZzitim monoklonalni protilatky V5B2.
Metoda je zaloZzend na porovnani mnoZzstvi PrP226* méfenych v nativnich a
denaturovanych vzorcich. Princp metody je podobny konformaéné-dependentni
imunoeseji prvné popsané Safafem a kol. [35]. Testovali jsme 20 sCJN, 3 fCJIN, 1 GSS
a 10 non-CJN mozkovych homogenata a zjistili jsme, Ze fragment PrP226* se hromadi
v mozcich postizenych TSE, v nejvysSi mife pak v pfipadé GSS. MnoZstvi PrP226* bylo
obecné& tmérné mnoZstvi PrP™>F a PrPres piitomnych v prionovych agregatech.

Hypotézy a cile prace

Cilem této prace bylo pfispét kvyvoji diagnostického testu prionovych chorob

zaloZeného na jiném principu, nez je prikaz k proteolyze rezistentniho PrPres, ktery by

umoznil jednodussi a lépe standardizovany priikaz lidskych i zvifecich TSE.

Konkrétni cile prace byly nasledujici:

1. pfipravit glykovany rekombinantni prionovy protein a vyuzit ho jako imunogenu pro
pfipravu monoklonalnich protilatek

2. provést vybér hybridomu produkujicich protilatky specificky reagujici s glykovanym
prionovém proteinem

3. proveést charakterizaci pfipravenych vybranych a ve spolupraci ziskanych
monoklondlnich protilatek na biologickém materialu

4. optimalizovat metodu DELFIA pro detekci prionového fragmentu PrP226* v mozcich
jedincu postizenych TSE

5. provést studii hladiny PrP226* ve vzorcich mozkové tkané CJD pacientu
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Material a metodika

Exprese a purifikace rhPrP: rhPrP byl pfipraven v expresnich E. coli BL21(DE3).
Bunky byly sto€eny a sonikovany, inkluzni téliska byla nasledné rozpusténa v 50 mM
fosfatovém pufru pH 8,0 s 8 M mocovinou a 5 mM 2-merkaptoethanolem. Redukovany
protein byl pfecistén chromatografii na afinitni Ni-NTA matrici, oxidovan glutathionem a
precistén na RP-HPLC.

Modifikace rPrP kyselinou glyoxalovou: Precistény rhPrP byl modifikovan 45 mM
kyselinou glyoxalovou s 1 mM kyanoborohydridem sodnym pfes noc na kyvacce pfi 4°C.
Modifikovany protein byl analyzovan na western blotu a pouzit k imunizaci mysi.

Imunizace mysi:  Sest Prnp® (Zirich ) mysi (EMMA, Monterondo, Italie) bylo
imunizovano s.c. 30 ug rhPrP-CML v PBS s Freundovym adjuvans ve dnech 0, 14 a 28.
Titry protilatek proti hPrP a hPrP-CML v mySim séru byly méfeny metodou ELISA ve
dnech 21 a 35. V den 64 byl dvéma mySim s nejvyssSim titrem protilatek i.v. podan finalni
booster 5 pg antigenu v PBS a mysSi byly usmrceny 68. den. Bylo pfipraveno 960
hybridomovych bunék (EXBIO, Praha), které byly primarné screenovany metodou
ELISA, vybrané klony pak sekundarné western blotem a dot blotem.

DELFIA lidskych mozkovych homogenat G: Vzorky pro méfeni V5B2 testem byly
pfipraveny denaturaci 10% lidskych mozkovych homogenatd (MH) s 3 M Gdn-SCN
v poméru 1:1 (v/v) a naslednym zfedénim TBS-T na 0,25% MH. Nedenaturované MH
byly zfedény TBS-T na 0,25% MH. Vzorky byly detegovany v destickach (NUNC U96
MaxiSorp) s ukotvenymi protilatkami V5B2 nebo EM-20. K detekci byl pouzit
streptavidinem konjugovanym s europiem (Eu-SA, PE), signal uvolnéného Eu byl méfen
Lime-resolved” fluorescenci pfi 613 nm po excitaci vzorku pfi 340 nm, ¢asova prodleva
mezi excitaci a méfenim emisni fluorescence byla 400 ps.

Konforma éné-dependentni imunoesej (CDI): Vzorky byly pfipraveny dle Safar a kol.
[35] a CDI bhyla provedena v sendviéovém usporadani dle McCutcheon a kol. [36]
s vyuzitim Eu-SA (PE). DELFIA (viz vySe) byla provedena s pouZitim monoklonalni
protilatky FH11 jako kotvici protilatky a biotinylované 3F4 jako sekundarni protilatky.

Stépeni mozkovych homogenat @ proteindzou K: 5% lidské mozkové homogenaty
v PBS byly St&peny proteinazou K (finalni koncentrace 0, 10 a 50 pg/ml). Stépeni
probihalo 30 min. pfi 37°C, poté bylo ukonCeno varem. Vzorky Stépeného prionového
proteinu byly analyzovany western blotem, membrany a densitometricky vyhodnoceny.

Vysledky

Priprava rekombinantniho prionového proteinu

K pfipravé rekombinantniho mysiho PrP (rmPrP) byl pouzit plazmid pET-15b (Novagen),
ktery umoznuje expresi poZzadovaného proteinu v hostitelskych E. coli obsahujicich
chromozomalni kopii genu pro T7 RNA polymerazu (kmen E. coli BL21(DE3)), ktery je
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kontrolovan bakterialnim lakt6zovym promotorem. Jako predloha byla pouZzita cDNA pro
mysSi prionovy protein 23-230 varianta A (mPrnpa), tj. varianta genu pro mPrP s kratkou
inkubacni dobou. K pfipravé rekombinantniho lidského prionového proteinu byly pouZity
plasmidy pRSET A s geneticky upravenym klonovacim mistem pro odStépeni N-
koncové His kotvy thrombinem [37], které byly ziskany od prof. Wiithricha z Ustavu
molekularni biologie a biofyziky v Ziirichu, Svycarsko. Plazmidy obsahuji sekvence pro
lidsky prionovy protein 23-231 nebo pro prionové fragmenty 81-231, 90-231 a 121-231
[38]. Bakteridlné exprimované rPrP byly vredukovaném stavu precistény afinitni
chromatografii na Ni-NTA pryskyfici, nasledné oxidovany glutathionem a sbaleny do
nativni konformace. Jak je patrné z obr. 1, idealnim pufrem pro renaturaci je 20 mM Tris-
HCI pH 8,3, rPrP vykazuji maximalni a-helix (vyskyt dvojitého minima elipticity pfi cca.
210 a 220 nm a nejsilngjsi intenzita spektra: - 9000 deg cm? dmol®, — ). Cistota
proteinu a jeho stabilita byla kontrolovana pomoci spektrofotometrie proméfenim UV
spekter. Z obr. 2 je patrné, Ze vzorky jsou stabilnéjSi v pufrech s nizkou koncentraci soli
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Obr. 1: CD spektra rmPrPy;,3 méfend v daleké UV oblasti pfi pH 4,5 — 8,3. Spektra jsou
barevné odliSena podle pouzitych pufrd, lyofilizovany rmPrP byl pfidan v mnozstvi 1 mg/ml
pufru. Spektra byla méfena ihned po renaturaci a centrifugaci agregatu na spektropolarimetru
Jasco 815 (Japonsko) pfi laboratorni teploté. == PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
Na,HPOy, 2,0 mM KH,POy, pH 7,4; == 20 mM Na,HPO,, pH 7,4; — 100 mM Na,HPO,, pH 7,4;

20 mM acetat, pH 4,5; == 20 mM acetat, 20 mM NacCl, pH 4,5; == 20 mM Tris-HCI, pH 8,3; =
20 mM Tris-HCI, 20 mM NaCl, pH 8,3.
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Obr. 2: Absorbance rmPrP v pufrech o rGzném pH. Vzorky rmPrP (1 mg/ml) byly po rozpusténi v
pufrech ponechény 4 tydny pfi 4°C. Pfipadné agregaty byly z roztoku odstranény centrifugaci.
Absorbéni spektra byla proméfena v oblasti 200 — 400 nm.

Oba rekombinantni PrP byly pfipraveny jako fuzni proteiny obsahujici N-koncovy His-tag
se Stépnym mistem pro thrombin. MnoZstvi thrombinu i doba Stépeni byly optimalizovéa-
ny (obr. 3). St&peni probihalo pfi pH 8,3, coZ je pH optimalni k dosaZzeni nejvyssi aktivity
thrombinu i pro dosazeni vysokeé rozpustnosti rmPrP ve vodném prostfedi. K odStépeni
> 90% kotvy dojde jiz po 1 hod. pfi pouziti 0,5 U/ml thrombinu a se zvySujici koncentraci
pouZitého thrombinu ani pfi delSi dobé Stépeni se efektivita Stépeni neméni (obr. 3).
Naopak dochazi k pfibyvani nespecificky nasStépenych fragmentd rmPrP (na obr. 3)
fragmenty v oblasti 34 kDa), cozZ je jev neZzadouci. Jako optimalni bylo vyhodnoceno
Stépeni fuzniho proteinu 0,5 U thrombinu / ml vzorku rmPrP po dobu 1 — 2 hod. pfi 37°C.
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43— mem e = o -

34— mPrP
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kDa 1 2 3 4 56 7 8 9

Obr. 3: Sté&peni His-rmPrP o koncentraci 0,1 mg/ml probihalo v 50 mM acetatu amonném pH
8,3 riznym mnozstvim thrombinu (0,5; 1; 2,5 a 5 U/ml) po dobu 1 hod. (pozice 1 — 4, resp.) a 2
hod. (pozice 5 — 8, resp.) Na pozici 9 je neStépeny rmPrP s His kotvou. Western blot byl obarven
protilatkou 6H4 (0,125 pg/ml).

Priprava a vyuZziti protilatek proti glykovanému prion ovému proteinu
Pro pfipravu protilatek proti glykovanému prionovému proteinu byl jako antigen vybran

rekombinantni lidsky PrP modifikovany na postrannich fetézcich lysinu na
karboxymethyl-lysin (CML). CML predstavuje koncovy produkt glykace proteinl a je nej-
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Cetngji zastoupenym antigenem AGE in vivo [39]. K imunizaci byly pouzity geneticky
modifikované mysi bez genu pro prionovy protein (Prnp®®), imunizace byla provedena
rhPrP-CML. Jedna ze Sesti imunizovanych mySi méla vysokou, Ctyfi stfedni a jedna
nizkou odpovéd na imunizaci (obr. 4a). Reaktivita protilatek proti rhPrP-CML v sérech
obou mysi s nejvyssi imunitni odpovédi (mys €. 4 a 2) byla mirné vysSi neZ reaktivita
k nemodifikovanému rhPrP (tj. Ass = 1,5 oproti Ass = 1,1 pfi Fedéni séra 5 x 10° u mysi
¢. 4, Obr. 4b).

a) b)
1.29 } 3.0~
-~ mys 1 -e- hPrP-CML
1.01 = my$2 L
0.8 mys 3 2.0
; ¥ mys 4 =
=
— 0.6 M = 1.54
p - my?S <
0.4 -~ my$6 1.0-
0.24 = 0.5
0.0 2 - - + 0.0 T T T T T 1
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 000 002 0.04 006 008 010 0.12
Redéni séra x10~ Redéni séra x10°

Obr. 4: Sest Prnp® mysi bylo imunizovano s.c. 30 ug rhPrP-CML v PBS s Freundovym
adjuvans ve dnech 0, 14 a 28. a) Titry protilatek proti rhPrP-CML v mySim séru byly méfeny 7
dni po 3. imunizaci. V mikrotitracni desti¢ce byl ukotven rhPrP-CML, jednotlivA mysi séra byla
pfidavana v rostouci koncentraci. MyS €. 4 (=V) vykazovala zvySenou imunitni odpovéd oproti
ostatnim, mys ¢&. 1 (=e) zlstala téméf bez odpoveédi. b) 6 tydnd po 3. imunizaci byl mysi €. 4 i.v.
podan finalni booster 5 ug antigenu v PBS, za dalSi 4 dny byly v séru stanoveny titry protilatek
proti hPrP. V mikrotitracni desticce byly ukotveny rhPrP a rhPrP-CML, mysi sérum bylo
pfidavano v rostouci koncentraci.

Béhem sekundarniho screeningu western blotem bylo vybrdno 12 klond s nejvySSi
afinitou k rhPrP-CML, mezi nimiz 4 klony (7A8, 1C3, 1C12 a 1F3) vykazovaly vysokou
afinitu k rhPrP-CML. Nejprve jsme se zaméfili na charakterizaci MAb EM-31
produkovanou klonem 7A8 s nejvySSi reaktivitou proti rhPrP-CML. MAb EM-31
vykazovala silnou vazbu na rhPrP-CML, zatimco jeji vazba na nemodifikovany rhPrP
byla zanedbateln&d (obr. 5a). EM-31 se nevazala na BSA-CML na WB (obr. 5a) ani na
ELISA. Protilatka smiSené reagovala i s rmPrP-CML (obr. 5a) a s rmPrP-AGE pfiprave-
nym glykaci proteinu D-rib6zou (obr. 5b, c). To potvrzuje schopnost protilatky rozeznat i
rPrP glykovany v mirngjSich a fyziologictéjSich podminkach. EM-31 se nevazala na
redukovany rhPrP-CML ani na redukovany rmPrP-CML nebo rmPrP-AGE (obr. 5b). Na
western blotu nevykazovala EM-31 reaktivitu k proteindm normalniho lidského nebo

mySiho MH (obr. 5a) a pouze slabou afinitu k PrP v glykovaném lidském MH (obr. 5d).

46



a) b)
55—

43— - 34= -
34— EM-31 2= adl
26— - ..
34— - d)

S 26— . , ," AG4 , EM-31 34 AGH
26— ' = ] 6H4 10 11 - I
s - & 3 . 2%- 0
55— c) kDa -
;i_ X s 12 13 14 15

_ g ]
26— ‘ - - 26— . EM-31

kDa kDa
12 3 456 7 1 2 3 4 5 6 dni

Obr. 5: a) T identické bloty byly obarveny protilatkou EM-31, kontrolni anti-prionovou
protilatkou 6H4 a celkovy protein byl obarven koloidnim stfibrem (Ag). Zleva nanesené vzorky:
normalni mysi MH (1); normalni lidsky MH (2); rekombinantni mysi PrP (rmPrP, 3); glykovany
rmPrP (rmPrP-CML, 4); rekombinantni lidsky PrP (rhPrP, 5); glykovany rhPrP (rhPrP-CML, 6);
glykovany BSA (BSA-CML, 7). EM-31 reaguje pouze s glykovanymi rPrP. b) Dva identické bloty
byly obarveny protilatkou EM-31 a kontrolni anti-prionovou protilatkou AG4. Zleva nanesené
vzorky: redukovany rmPrP-CML (8); redukovany rmPrP-AGE (glykovany inkubaci s rib6zou, 9);
neredukovany rmPrP po inkubaci s rib6zou v Tris-HCI pufru (glykace byla inhibovana, 10);
glykovany neredukovany rmPrP po inkubaci s ribézou ve fosfatovém pufru (11). Reaktivita EM-
31 s rmPrP-CML a rmPrP-AGE byla zru$ena po redukci vzork( dithiothreitolem. c¢) Casovy
pribéh modifikace rmPrP inkubaci s 1 M D-rib6zou detegovan pomoci EM-31. d) EM-31
vykazuje pouze slabou afinitu k PrP v glykovaném lidském MH (12). Pro kontrolu glykace byla
pouzita anti-prionova protilatka 3F4, ktera se vaze na neglykovany lidsky MH (13), ale nevaze se
na glykovany lidsky MH (14). Anti-prionova protilatka AG4 je ke glykaci necitliva a byla pouZzita
jako kontrola deteguijici PrP v glykovaném lidském MH (15).

Vzhledem k tomu, Ze EM-31 mé& pouze slabou afinitu k PrP v glykovaném lidském MH
(obr. 5d), zaméfili jsme se na analyzu vlastnosti MAb produkovanych klony 1C3, 1C12 a
1F3, i kdyzZ jejich afinita va¢i rhPrP-CML nebyla tak vysoka jako u EM-31. Protilatky
obecné vykazuji stejné vlastnosti jako EM-31, se dvéma dulezitymi rozdily: dokazou
rozeznat nejen rhPrP-CML (obr. 6a), ale i glykosylovany PrP-CML na western blotech
in vitro modifikovanych lidskych MH (obr. 6b) a mySich MH. Jejich vazba navic neni
citliva k redukci proteina dithiothreitolem (data neuvedena). Specificita MAb ke glykova-
nému rhPrP byla potvrzena i metodou ELISA.

Detekce fragmentu prionového proteinu PrP226* v lid ~ ském mozku

PFitomnost prionového proteinu bez GPI kotvy, tj. PrP(AGPI), v mozkovych
homogenatech jedincu s TSE byla v minulosti opakované prokdzana [21, 26-28]. V této
studii jsme k detekci PrP(AGPI) pouzili protilatku V5B2 namifenou proti fragmentu
PrP226*, ktery je zakoncen Tyrxs a neobsahuje tedy GPI kotvu. Zméfili jsme signal
celkového PrP226* v nativnim i denaturovaném stavu u 10 non-CJN, 23 CJN a 1 GSS
mozkovych homogenatd pomoci “Dissociation-Enhanced Lanthanide Fluorescent
Immunoassay” (DELFIA).
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Obr. 6: a) Westen blot rhPrP byl nastfihan na prouzky a prouzky 1-3 byly glykovany kyselinou
glyoxalovou, zatimco prouzky 4-9 zlstaly nemodifikovany. Supernatanty 1C3, 1C12 a 1F3
vykazuiji silnou reaktivitu k PrP na glykovanych membranach (1 — 3), ale jen velmi slabou nebo
Zzadnou reaktivitu k nemodifikovanému rhPrP (7 — 9). Pfitomnost rhPrP byla ovéfena protilatkami
6H4, 3F4 a AG4 (4 — 6). b) Klony 1C3, 1C12 a 1F3 rozeznavaji PrP v in vitro glykovaném
lidském mozkovém homogenatu (lidsky MH-CML, 11, 13, 15), ale ne v lidském MH (10, 12, 14).
Protilatka 3F4 byla pouzita jako kontrola glykace, vaze se na PrP v neglykovaném lidském MH
(16), ale ne v lidském MH-CML (17). Protilatka AG4 je pozitivni kontrola pro PrP v lidském MH-
CML (18). c) Reaktivita vSech tfi klonll ke glykovanym C-koncovym fragmentim rhPrPg; 3 a
rhPrPgo.231 Na dot blotech je slabsi, nez k rhPrP,z 23-CML.

Hodnoty Casoveé rozliSené fluorescence (Time Resolved Fluorescence, TRF) byly
prameérné vyssi u CIN/GSS pfipadu nez u non-CJN, 7 CIN/GSS vzorku (€. 1, 5, 11, 12,
13, 17, 22, obr. 7e) vykazovalo vyssi signal pro PrP226* nez non-CJN vzorek €. 6 (70
684 cpm, obr. 7f). Tyto vysledky vSak neudavaji informaci o stavu GPI-PrP v
jednotlivych vzorcich. Abychom zjistili, zda se fragment PrP226* vyskytuje v mozcich v
monomerni “rozpustné” formé&, nebo zda se podili na tvorbé agregatd, zméfili jsme
pomeér signali PrP226* v denaturovaném MH ku nativnimu MH (D/N pomeér) pro kazdy
CJIN/GSS a non-CJN vzorek. Hodnoty D/N vSech 10 non-CJN vzorka byly < 0,65 (obr.
7f) a hodnoty D/N 24 CJIN/GSS vzorkl se pohybovaly ve dvou rozmezich. Prvni
skupina s D/N < 1,6 (vzorky €. 3, 8, 15, 16, 18, 19, 24) obsahovala podobné hodnoty
PrP226* v MH pfed i po denaturaci (obr. 7a, c, resp.), zatimco druhd skupina s
pomérem D/N = 2,0 (zbyvajici CIN/GSS vzorky) obsahovala vyznamné mnozstvi
PrP226* dostupného pouze po denaturaci (obr. 7a, c, resp.). Data byla ovéfena ve dvou
nezavislych experimentech za pouziti protilatek V5B2 a biotinylované EM-20
v sendviCovém usporadani. Podobna data byla namérfena i pfi pouZiti protilatek V5B2 a
biotinylované E12/2 (data neuvedena). Abychom zjistili, zda nizké hodnoty D/N u vzorku
¢. 1, 3, 8, 15, 16, 18, 19, 24 nebyly zapfiCinény nedostateCnou homogenizaci ci
nedostateénou denaturaci, opakovali jsme méfeni po dodateéné homogenizaci vzork
inzulinovou jehlou i po denaturaci vzorkd 1,5 M Gdn-SCN po dobu 10 min. pfi 90°C.
Z&dné zmény v distribuci hodnot D/N jsme nepozorovali.
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Obr. 7: 23 CIJN a 1 GSS mozkovych homogenéatl (a, ¢, €) a 10 non-CIJN mozkovych
homogenéatd (b, d, f) bylo analyzovano metodou DELFIA ve V5B2/EM-20-bio uspofadani u
nedenaturovanych vzorku (a, b) a u vzorkd denaturovanych 3M Gdn-SCN (15 min., 60°C) (c, d).
Absolutni hodnoty jsou vyneseny jako pocet za minutu (,counts per minute®, cpm), méfeno
¢asové rozliSenou fluorescenci (TRF). Hodnoty pomérd D/N jsou znazornény v (e) a (f).
Vymezeni chyby je udano jako primérna hodnota z 2 nezavislych pokusu.

Zaroven jsme zmeéfili signaly celkového PrP v CIN/GSS i non-CJN vzorkd
metodou DELFIA za pouziti protilatek EM-20 a biotinylované EF2. Mnozstvi PrP226* v
denaturovanych vzorcich nekoreluje s mnozstvim celkového PrP, hladina PrP226* tedy
neni pouze umeérna celkovému PrP, ale je individualni v kazdém vzorku.

Nasledné jsme porovnali vysledky V5B2 eseje s konformacné-dependentni
imunoeseji (Conformation-Dependent Immunoassay, CDI), prvné popsanou Safafem a
kol. [35]. CDI esej je zaloZena na schopnosti denaturacniho Cinidla (bézné pouzivaného
guanidin hydrochloridu, Gdn-HCI) odhalit epitopy v molekule PrP, které se v prubéhu
strukturélnich zmén pfi tvorb& PrP™E staly nedostupnymi. V naSem usporadani byly
vzorky mozkovych homogenatll detegovany sendvi¢ovou metodou za pouZziti monoklo-
nalni protilatky FH11 ukotvené k povrchu jamek mikrotitraénich desticek a biotinylované
protilatky 3F4 s naslednym pouzitim streptavidinu znaceného europiem jako detegujici-
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Obr 8: 23 z 24 CIN/GSS a 10 non-CJN vzorkd mozkovych homogenéatd (pozn.: vzorek &. 20
nebyl k dispozici) bylo analyzovano metodou CDI. Vzorky byly denaturovany 8 M Gdn-HCI (5
min., 80°C) a analyzovany metodou DELFIA v FH11/3F4-bio uspofadani. Hodnoty D/N
CJIN/GSS vzorku jsou znazornény v (a) a non-CJN vzork( v (b).

ho systému. Byly proméfeny denaturované i nedenaturované CJIN/GSS a non-CJN
vzorky v CDI usporadani a vypocteny jejich D/N hodnoty (obr. 8a, b, resp.). Hrani¢ni
hodnota D/N mezi pozitivnimi a negativnimi vzorky byla stanovena jako 1,0, tj. D/N > 1,0
u CIN/GSS a D/N < 1,0 u non-CJN.

Statistick& korelace mezi hodnotami D/N vzorkd CJD/GSS méfenymi eseji V5B2
a hodnotami D/N méfenymi CDI byla vyhodnocena jako vysoce vyznamna v 95%
intervalu spolehlivosti. Vysledky analyzy naznacuji, Ze mnoZstvi fragmentu PrP226*
obsazené v prionovych depozitech je proporcionalni mnozstvi celkového PrP v depozi-
tech.

Pro lepSi pochopeni rozdild hodnot D/N naméfenych pomoci V5B2 eseje jsme
stanovili podil PrP rezistentniho ke Stépeni proteindzou K (PrPres) u vzorkd s hodno-
tami nejvzdalenéjSimi od prdméru. Vybrali jsme 12 z 24 CIN/GSS vzorku s nejvysSimi
(vz. €. 2, 4, 5, 9 a 22) a nejnizsSimi (vz. €. 1, 3, 8, 16, 18, 19 a 24) hodnotami PrP226*
D/N. Vzorky byly za standardnich podminek Stépeny proteinazou K. Prestoze plUsobeni
proteinazy K vedlo k podstatnému naStépeni vétSiny vzorkd, mnoZstvi PrPres
detegované v jednotlivych vzorcich bylo zna¢né rozdilné. Hodnoty rezistence PK vyja-
dfené jako procento signélu PrPres vztazeného k signalu PrP v neStépenych vzorcich
se pohybovalo v rozmezi 0 — 60% (obr. 9a). Statisticka korelace mezi hodnotami D/N
méfenymi eseji V5B2 a rezistenci PK (obr. 9b) byla vyhodnocena jako vyznamna v 95%
intervalu spolehlivosti. Lze tedy usuzovat, Zze vzorky s vySSimi poméry PrP226* D/N jsou
zaroven i vice odolné ke Stépeni proteindzou K. Pozn.: vSechny CIN/GSS vzorky byly
puvodné western bloty potvrzeny jako pozitivni na CJIN/GSS v Narodni referenéni
laboratofi pro TSE/CJD za pouZziti monoklonalnich protilatek 12F10, 3F4 a EM-20.

Abychom zjistili, zda pomér nerozpustného PrP226* (tj. pomér D/N) koreluje
s klasickou typizaci CIN vzorku, porovnali jsme hodnoty D/N naméfené eseji V5B2 s
typizaci vzorkd western blotem, s polymorfismem Met/Val na kodonu 129, s vyskytem
nebo absenci proteinu 14-3-3 v mozkomiSnim moku a s imunohistochemickymi (IHC)
preparéty frontalni mozkove kary CIN/GSS vzorku. Hodnoty D/N nekorelovaly s Zadnou
s uvedenych hodnot.
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Obr. 9: 12 z 24 CIN/GSS mozkovych homogenatl bylo Stépeno proteinazou K o koncentraci 50
pg/ml 30 min. pfi 37°C, okamZzité naneseno na SDS-PAGE 12% gel a pfeblotovano. Membrany
byly vyvolany protilatkou 3F4 (0,25 pg/ml). Western bloty byly denzitometricky vyhodnoceny a
PK rezistence vyjadfena jako procento mnozZstvi rezistentniho PrP vztazeného k mnoZzstvi
nestépeného PrP (a). Korelaéni diagram mezi hodnotami poméru D/N méfenymi V5B2 eseji a
PK rezistenci je znazornén v (b).

Diskuze

Diskuze k p Fiprav é rekombinantniho prionového proteinu

Kritickym krokem pfi pfipravé nativniho, tedy na a-helix bohatého PrP, je oxidace
cysteinl. Oxidaci je tfeba provést ve spravném fedéni proteinu, aby dochazelo
prednostné ke tvorbé intramolekularnich, nikoli intermolekularnich disulfidickych mastkd.
PFi tvorbé dimert a oligomerd PrP dochazi k masivni agregaci proteinu ve vodnych
pufrech [40]. Proto jsme zvolili koncentraci rmPrP v roztoku 0,1 mg/ml, coz je v souladu
s postupem jinych laboratofi [40, 41].

Samotné sbaleni rPrP do nativni konformace lze ovlivnit nékolika faktory,
nejCastéji pH vodného pufru a pfitomnosti chaotropnich ¢inidel, popf. koncentraci soli
nebo teplotou [40, 42-44]. My jsme pro renaturaci rmPrP pouzili v souladu s jinymi
laboratofemi pufr o pH 8,0 [40, 44] a vyhnuli jsme se souCasné oxidaci s renaturaci,
kterd byla problematicka. LepSich vysledkd jsme dosahli pfi oxidaci v denaturujicich
podminkach a teprve poté nasledné dialyze do vodného pufru o pH 8,0.

Diskuze k p Fiprav é a vyuziti protilatek proti glykovanému prionovému proteinu
PFiprava protilatek proti prionovému proteinu byla €asto ztizena slabou imunogenicitou
PrP, jeZ je dana vysoce mezidruhové konzervovanou priméarni strukturou prionového
proteinu. Tento problém &asto neumoZznuje obejit ani xenogenni imunizace. Abychom se
tomuto potencidlnimu problému vyhnuli, pouZili jsme Prnp® mysi, které jsme
imunizovali karboxymethylovanym rekombinantnim hPrP (rhPrP-CML).

Screeningem vybrané monoklonalni protilatky, tj. purifikovana EM-31 i
supernatanty klonad 1C3, 1C12 a 1F3, byly opakované testovany na 12 mozkovych
homogenatech pacientd s CIN. Ani jedna z protildtek nebyla schopna zachytit hPrP-
CML na Zadném ze vzorkd homogenéatd (MH), i kdyz byly naneseny v desetindsobném
mnoZstvi nez obvykle, tj. 10% MH misto 1% MH. Protilatky nereagovaly specificky ani
na imunohistochemickych preparatech zhotovenych Dr. Matéjem ve FTN. Béhem pfipra-
vy antigenu doslo zifejmé ke tvorbé celého spektra hPrP-CML a antigen pravdépodobné
obsahoval hPrP modifikovany na vsech lysinech molekuly. B&hem imunizace Prnp®°
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mysSi tak mohlo dojit preferenéné ke tvorbé protilatek namifenych proti jinému epitopu
glykovaného PrP, neZ jaky/jaké se vyskytuje/i v in vivo systémech. In vivo mlZze
dochéazet majoritné ke glykaci urcité (napf. na povrchu exponované) €asti prionového
proteinu a jen minoritné nebo vabec na jinych ¢astech. Maturovany lidsky PrP obsahuje
10 lysin a 10 arginind, v jejichZ postrannim fetézci muze teoreticky dochazet ke glykaci.
Pfedchozi studie prokazaly pfitomnost glykace na jednom nebo vice lysinech N-koncové
gasti PrP™F [19]. Dochézi-li v prib&hu onemocnéni k modifikaci daldich moZznych
glykacnich mist zatim neni znamo.

Roli mlize hrat i pouziti rekombinantniho PrP jako antigenu pfi imunizaci. Na
rozdil od PrP® neni rPrP posttranslaéné modifikovan a neni tudiz glykosylovan. Tim je
mozno vysveétlit i velmi nizkou afinitu EM-31 k in vitro CML modifikovanému lidskému
MH (obr. 5d), oproti vysoké afinité k rhPrP-CML (obr. 5a). Slaba reakce nevznikla
v dusledku nedostate¢né modifikace PrP v MH, nebot protilatka 3F4 ztratila reaktivitu
[16], zatimco ke glykaci necitlivad kontrolni protilatka AG4 stale s PrP reagovala (obr. 5 a
6). Tento jev lze vysvétlit napfiklad stérickym branénim glykosylaénich mist na aspara-
ginech Nig1 a Nig7 v molekule PrPC, které neni pfitomno u rekombinantniho proteinu.
Tato skute€nost muZe limitovat pouZitelnost EM-31 pro detekci in vivo glykovanych
glykosylovanych isoforem PrPS/PrP™>F, zaroven v8ak Ize protilatku pouZit pro studium
glykace neglykosylované isoformy proteinu.

Diskuse k detekci fragmentu prionového proteinu PrP 226* v lidském mozku
Pfestoze vyznam GPI kotvy pfi replikaci PrP™>F a propagaci prionovych onemocnéni
zustava nejasny [29-31], prionovy protein bez GPI kotvy, tj. PrP(AGPI), plisobi ve
smyslu urychleni propagace a tvorby prionovych depozit [32-34].

Esej V5B2 umoZznuje méfit pomér D/N u PrP226* pfitomného v mozkovém
homogenatu, tj. signal méfeny v denaturovaném vzorku déleny signdlem mérenym ve
vzorku za nativnich podminek. Esej V5B2 byla vyhodnocena za pouziti lidskych mozko-
vych homogenétt 23 CJIN, 1 GSS a 10 non-CJN vzorkl. Zavérem lze fici, Ze hodnoty
D/N pro PrP226* jsou niz8i nez 0,7 v non-CJN vzorcich mozkd a vySSi nez 1,0 v 80%
pripadd CJIN/GSS pacientskych vzorkd mozka (obr. 7). Navic jsme prokazali, ze
PrP226* je relativné stabilni; post-mortem nebo post—-homogenizacni procesy degrada-
ce PrP uvolnénymi mozkovymi proteazami ovliviuji hladinu PrP226* jen minimalné.
VétSina fragmentu PrP226* je tedy v mozku pfitomna jiz v Case umrti. NaSe studie tak
ukazuje, Ze PrP226* se akumuluje v depozitech prionového proteinu jiz v prabéhu
onemocnéni a muze tedy byt pouzit jako biomarker pro lidské TSE.

Abychom lépe porozuméli vykyvum v hodnotach D/N mezi jednotlivymi vzorky
zahrnutymi ve studii, zméfili jsme obsah frakce PrP rezistentniho ke Stépeni proteinazou
K (PrPres) ve vzorcich s velmi vysokymi nebo velmi nizkymi hodnotami D/N (pbr. 9a) a
nalezli jsme obecnou korelaci mezi proporci PrP226* a PrPres v prionovych agregatech
jednotlivych méfenych vzorkd. Pfesto nas ale znepokoijilo, Ze jsme byli schopni jasné
stanovit jako pozitivni jeden ze dvou vzork( CJN, které byly zcela rozStépeny proteina-
zou Ko koncentraci 50 uyg/ml (vz. €. 1: obr. 9a, v porovnani s obr. 7e, D/N = 2,16).
Hodnoty D/N naméfené eseji V5B2 korelovaly s hodnotami D/N naméfenymi eseji CDI,
coz naznacuje, ze mnozstvi PrP226* v agregatech je pfimo amérné mnozstvi celkového
misfoldovaného PrP v nich pfitomného (obr. 8).
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Zavery

Tato prace byla zaméfena na pfipravu a detailni studii vlastnosti monoklonalnich
protilatek proti novym potencionalnim biomarkerdm prionovych chorob nez je bézné
pouzivany PrPTSE, NaSe vysledky lIze vyuZit k vyvoji novych typ(i diagnostickych testl a
v SirSim pojeti k hledani novych biomarkera a zjednoduseni diagnostiky TSE.

Shrnuti vysledku:

1. Pfipravili jsme rekombinantni prionovy protein ve velkém mnoZstvi, vysokeé Cistoté a
stabilité.

2. Pripravili jsme 4 monoklonalni protilatky (EM-31, 1C3, 1C12 a 1F3) proti glykovanému
prionovému proteinu (rhPrP-CML).

3. EM-31 vykazuje nejvyssi reaktivitu k rhPrP-CML, jeji vazba na nemodifikovany rhPrP
je zanedbatelna a vazba na BSA-CML nulova. Epitop EM-31 se nachazi v C-koncové
¢asti molekuly hPrP mezi AK 121 a 231 a je citlivy k redukci hPrP dithiothreitolem.

4. 1C3, 1C12 a 1F3 jsou schopny rozeznat nejenom rhPrP-CML, ale i glykosylovany
PrP®-CML na blotech in vitro modifikovanych lidskych a mysich mozkovych homogené-
ta.

5. Pfipravili jsme antigen pro cilenou imunizaci a pfipravu monoklonalni protilatky
reagujici s in vivo glykovanym PrP.

6. Prionovy fragment bez GPI ukotveni (PrP226*) je v mozkovych homogenatech
stabilni.

7. Vyvinuli jsme sendvi¢ovou imunoesej (DELFIA), ktera umoznuje méfit pomér D/N u
PrP226* v mozkovém homogenétu, tj. signal méfeny v denaturovaném vzorku déleny
signadlem méfenym ve vzorku za nativnich podminek.

8. Fragment PrP226* je soucasti prionovych agregatt v mozcich CIN/GSS pacientl a
jeho mnoZstvi je proporcionalni k celkovému PrP™sE,

9. Vzorky s vysokym pomérem D/N obecné obsahuji vice PrP rezistentniho ke Stépeni
proteindzou K.

10. Nenalezli jsme korelaci mezi mnozstvim PrP226* a parametry standardni klasifikace
CJIN.
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Uvod

U sexuélne rozmnoZujucich sa organizmov prebieha Specificky typ bunkového delenia,
pri ktorom vznikaju haploidné pohlavné bunky z diploidnych prekurzorovych buniek v
procese nazyvanom meiéza. Zatial ¢o poas mitdzy segreguju sesterské chromatidy, v
meiodze dochadza k dvom koldm segregacie chromozomov. Existuju tri hlavné znaky
meiotickych chromozomov, ktoré su zodpovedné za ich segregaciu. Prvym je homolo-
gicka rekombinacia, pocas ktorej dochadza k reciprokej vymene homologickych usekov
medzi chromozomami. Druhym znakom typickym pre meidzu je mono-orientacia
sesterskych kinetochérov v meiéze | a tretim je ochrana centromerického kohezinu
(Hauf and Watanabe, 2004; Watanabe, 2012). Koordinacia tychto procesov je kriticka
pre spravnu segregaciu chromozémov poc¢as meidzy a poruchy v tychto procesoch
mozu viest k meiotickej aneuploidii, ktora je hlavnou pri¢inou spontannych potratov a
genetickych ochoreni akym je napriklad Downov syndrém u fudi. Preto je dblezité hibSie
porozumiet tomuto procesu bunkového delenia, ktoré je zakladom pohlavného
rozmnozovania organizmov. Pre lepSie objasnenie podstaty tychto syndrémov je ne-
vyhnutné Stadium mechanizmov zabezpecujlcich spravnu segregaciu chromozémov
v meidze, na ktoré sa zameriavame aj v nasej skupine pod vedenim doc. Gregana.

Charakteristika meiotickych chromozémov

Homologicka rekombinéacia

Homologicka rekombinacia (HR) sa podiefa na oprave dvojvliaknovych zlomov
(DSBs) jednak v bunkach vegetativnych ale taktiez aj v bunkéch, ktoré podstupuja
meiotické delenie. Vac¢sina DSBs vznika vo vegetativnych bunkach nahodne a moézu byt
vysledkom stretu replikacnej vidlice s ssDNA léziami alebo vystavenia sa DNA
poskodzujucim agensom, akym je napriklad ionizaéné Ziarenie. HR poskytuje ucinnd
moznost opravy DSBs s pouzitim nepoSkodenej sesterskej chromatidy ako templatu a
tymto spbésobom umoZzhuje opravit poskodeny usek DNA aby nedoSlo k strate ge-

netickej informacie. V diploidnych bunkach, mézu ako templéat k oprave poskodeni slazit
homologické chromozémy, ¢o ale v niektorych pripadoch méZe byt pri€inou straty
heterozygotnosti (LOH) (Lorenz et al., 2006). Na rozdiel od vegetativnych buniek, vac-

57



Sina DSBs v meiotickym bunkach je vysledkom programovaného pésobenia vysoko
konzervovaného proteinu Spoll (Recl2 uS. pombe). Tieto meiotické DSBs su
opravované bud s pouzitim sesterskej chromatidy alebo homologického chromozomu
ako templatu. Spravna segregacia chromozémov pocas meidzy je zabezpeCend HR
medzi homologickymi chromozémami pri ktorej dochadza ku vzniku crossing-overu.
V priebehu formovania DSBs zostdva Recl2 kovalentne naviazany na 5 konce DNA.
V dalSom kroku je p6sobenim endonukledzy, Mrell-Rad50-Nbsl (MRN), odstraneny.
MRN katalyzuje Upravu koncov DSBs z oboch stran za vzniku 3’ precnievani, ktoré su
nasledne rozpoznavané RPA proteinom a ktory sluzi ako senzor pre kontrolny bod
poskodenia DNA (Lee Zou et al., 2003). RPA protein je v nasledujucom kroku vymeneny
za hlavnu rekombinazu, Rad51 protein a (u niektorych druhov) za meioticky Specificky
Dmc1 protein (Grishchuk et al., 2003), pricom oba proteiny si homologmi bakterialneho
RecA proteinu (Bishop et al.,1992). Rad51 rekombinaza iniciuje reciproki vymenu DNA
vlakien formovanim nukleoproteinového filamentu na ssDNA. V procese formovania
a stabilizovania nukleoproteinového filamentu na ssDNA sa zu&astfiuju tzv. mediatorove
proteiny: Rad52, Rad54, Rad55, Rad57, Sfrl, Swi5 a Rdh54 (Brown et al., 2015;
Haruta et al., 2006). Na druhej strane, existuju aj negativne regulatory Rad51 filamentu,
ako napriklad F-box DNA helikdza Fbhl alebo Srs2 helikaza (Veaute et al., 2003; Krejci
et al., 2003; Lorenz et al., 2009). Proteiny Rad54 a Rdh54, ktoré patria do rodiny
Swi2/Snf2 proteinov, stabilizuji formovanie Rad51 nukleofilamentov na ssDNA, ale
zaroven sa podielaju na destabilizacii tohto filamentu v neskorSich fazach HR (Catlett
and Forsburg 2003). Stabilizované Rad51-ssDNA nukleofilamenty v dalSom kroku
invaduju vlakna homologickej dsDNA za vzniku Struktiry znamej ako D-slucka.
Rekombina¢né reakcia po invadovani homologického vlakna a naslednej syntéze moze
dalej pokracovat dvomi drahami HR (Szostak et al. 1983; Allers and Lichten, 2001).
Predlzujace invadujuce vlakno moéze byt rozpletené k druhému koncu dvojvlidknového
zlomu za vzniku rekombinac¢nych produktov v drahe SDSA (synthesis- dependent strand
annealing). V pripade, Ze rekombina¢na reakcia pokracuje druhou drahou tkz. DSBR
(double-strand break repair), je invadované vlakno spojené s druhym viaknom konca
dvojvlaknového zlomu za vzniku Hollidayovych spojeni, ktoré mdézu byt nasledne
rozpojené dvomi cestami. Prvou cestou vznikd produkt bez crossing-overu a druhou
cestou vznikd crossoverovy produkt, ktory je nevyhnutny pre spravnu segregéaciu
chromozdmov pocas prvého meiotického delenia.

Monoorientécia sesterskych kinetochorov v meioze |

V priebehu bunkového delenia su sesterské chromatidy pripojené k mikrotubulom
prostrednictvom proteinového komplexu - kinetochor, ktoré su lokalizované v oblasti
centromeér chromozomov. V porovnani s mitézou a meidzou I, kde sesterské chromatidy
su pripojené k mikrotubulom vychadzajuc z oboch deliacich vretienok, v meiéze | su
pripojené k mikrotubulom z jedného deliaceho vretienka a tento jav sa nazyva mono-
orientacia alebo monopolarne pripojenie. K docieleniu spravnej segregacie chromozo-
mov musi bunka v priebehu delenia zabezpecit kontrolu tohto pripojenia mikrotubulov ku
kinetoch6rom. Mechanizmus, ktory monitoruje pripojenie mikrotubulov ku kinetoch6rom
v mitbze a meidze Il je zaloZzeny na kontrolne pnutia, ktoré je medzi sesterskymi
chromatidami (Nicklas et al., 1997; Tanaka et al., 2002). PoCas meibdzy | je pnutie
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medzi homologickymi chromozémami dosiahnuté pritomnostou chiazmat, ktoré su
vysledkom HR (Petronczki et al., 2003). Ak vSak HR pocas meibdzy | je potlacena,
sesterské chromatidy segreguju k jednému deliacemu vretienku. To znamena, Ze
existuje iny mechanizmus, ktory reguluje monoorientaciu kinetochér a pravdepodobne
bude o Cosi viac komplexnejSi. Je zndme, Ze na regulacii monoorientacie kinetochor sa
podieflaju proteiny meiotického kohezinového komplexu (Watanabe and Nurse, 1999),
proteiny kinetochdér a mnohé dalSie (Yokobayashi and Watanabe, 2005). Regulacia
tohto procesu sa liSi od organizmu k organizmu a v su¢asnosti presny mechanizmus
regulacie mono-orientacie eSte stale nie je jasny.

Ochrana centromerického kohezinu

Kohezin piIni esencialnu rolu poc¢as bunkového delenia. Jeho ulohou je drzat
sesterské chromatidy v tesnom spojeni a taktiez sa podiefa na regulacii mono-orientacie
kinetochor. Kohezin je zloZzeny zo 4 podjednotiek, ktorych zloZenie sa liSi podla toho, i
ide o mitoticky alebo meioticky kohezin. V priebehu mitézy u kvasiniek je kohezin
z pozdiz celej dizky chromozémov odstrafiovany na zadiatku anafazy po aktivacii APC/C
komplexu. KedZe meidza pozostava z dvoch po sebe nasledujucich dejov segregacie
chromozémov (meidza |ameidéza ll),
e Rach muselo doéjst  k modifikacii odstraﬁovan?a
o & ——— kohezivnu z,chromozémov. Kohezirv]_ je
e I odstrafiovany v dvoch krokoch. Na zaciatku
PP2A —C& %D anafazy |je odstraneny kohezin z oblasti
< ramien chromozémov. Kohezin v oblasti
2 B centroméry zostava intaktny az do zaciatku
i anafazy Il (Petronczki et al., 2003; Ishiguro
st & i et al., 2007; Lee et al., 2006). Dodatocné
2 i3/ X0 odstranenie kohezinu z oblasti centromér
= f"@ % pocas anafdzy Il umoZni separaciu
separase ™\ R sesterskych chromatid. Z uvedeného
P ‘13‘ : vyplyva, Ze centromericky kohezin musi byt
- poCas anafazy |chraneny pred Stiepenim
4 A separdzou. Tato funkciu plni protein
{ s priznaénym  nazvom  shugoshin (v
metaphase i japoncine ochranny duch), ktory sa podiefla
- $ na ochrane centromerického kohezinu
v komplexe s protein  fosfatdzou PP2A
% ( Kitajima a kol., 2004 ; Marston et al. 2004;
1 ' Rabitsch et al. 2004). Komplex Sgol/PP2A
sa podiela na ochrane centromerického
Snaphass kohezinu pravdepodobne prostrednictvom
defosforylacie  kohezinove] podjednotky
. _ Rec8 (Brar et al.,, 2006; Gregan et al.,
] ( 2008; Sakuno et al.,, 2009; Kudo et al.,

20009).
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Zaver

Meiotické bunkové delenie je evoluCne mladSim spésobom delenia buniek, ktorého
vznik bol esencialny pre existenciu pohlavného rozmnozZovania. Aj ked je meidza v
sucasnosti intenzivne Studovana, regulacia jednotlivych mechanizmov zatial nie je
znama. Vysledky zo zakladného vyskumu meidézy by mohli v budicnosti priniest
rieSenia aplikovatelné v klinickej praxi. Stadium a identifikacia novych proteinov, ktoré
reguluju tieto procesy moéze pomoct k lepSiemu objasneniu mechanizmov segregéacie
chromozémov. V naSej skupine sa zameriavame nha objasnenie regulécie tychto
mechanizmov a preto sme uskutocnili systematicky skrining zbierky knockout mutacii v
kvasinke Schizosaccharomyces pombe. Doteraz sme identifikovali 30 novych mutantov,
ktoré vykazovali chybnu segregaciu chromozémov poc¢as meidzy a ktoré sa snazime
blizSie charakterizovat.
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Perli €ky ze Skolnich lavic

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

,PFi pohlavnim rozmnoZovani dochazi také k omlazovani bunék. Treba kdyZ ¢lovék ma
¢asto pohlavni styk, neza¢ne starnout tak brzo, jako kdyZ se tomu vyhyba.”

*k%k

»Sourozenci s krevnimi skupinami A, B, 0 nemohou mit rodiCe zadné."

*k%k

»,Chromosom Y je vzdy dominantni, takze ¢lovék s timto chromosomem bude vzdy
samec.”

*kk

~,ManZzelstvi mohou byt kratkodoba nebo sezénni — tfeba ptaka.”

*kk

(PFi probirani evoluce &lovéka): ,Clovéku zlstaly z té doby urgité viastnosti, napt.
pFijimani potravy, sexuélni chovani a hravost.”
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