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Zapis ze sch Gze vyboru Genetické spole ¢€nosti Gregora Mendela, ktera se
konala dne 25.5. 2010 v Brn é

Misto konani:
Zasedaci mistnost botanické zahrady, PiF MU, Kotlafska 2, 611 37 Brno

PFitomni (bez titull): Doskar, Knoll, Kocova, Miadokova, Relichova, Slaninova,
Smarda, VojtiSkova

Omluveni: Malachova, Pikalek, ViIcek, Zadrazil, Zeleny
Program schuze:

Informace o ¢innosti vyboru od minulé schuze

Projednani rezignace tajemnika vyboru GSGM

Zhodnoceni napiné posledniho Cisla IL a pfiprava dalSiho Cisla

Plan ¢innosti pro dalSi obdobi a pfiprava genetické konference GSGM v roce
2011

Ekonomické zéalezitosti (placeni ¢lenskych prispévkd, stav na Uctu)

RUzné

PwpnPE

oo

Ad 1) Schuzi zahdjil prof. DoSkar a omluvil nepfitomné ¢leny vyboru.

- prof. Miadokova navrhla doplnit seznam ¢lent vyboru GSGM, ktery je uveden
na zadni stran& IL o revizory Gétd (Nedvera, Angelis, Cellarova, Kormutak).
Navrh byl schvélen.

- Probih&a aktualizace seznamu ¢lend GSGM a jejich e-mailovych adres (dr.
Slaninova, dr. Ko¢ova). Dokonceni aktualizace by mélo byt uzavieno do pristi
schuze vyboru.

Ad 2) Prof. DoSkar informoval o Zadosti prof. Fajkuse o uvolnéni z funkce tajemnika
vyboru z duvodu naroénych Ukoll a ¢asového zaneprazdnéni. Pfitomni ¢lenové
vyboru s pfedlozenym navrhem po kratké diskusi souhlasili. Do funkce tajemnika
byla nasledné jednomysiné zvolena dr. VojtiSkova.

Ad 3) Prof. Smarda predstavil nové &islo IL, pfipravené k rozeslani. Clenové vyboru
kladné hodnatili kvalitu pfispévkl i rozmanitost obsahu IL & 36. Nékteré planované
prispévky, napf. 50 let kat. genetiky a mikrobiologie na PfF UK, informace o
vyzkumu na MBU AV CR, udéleni Nobelovy ceny za rok 2009, pfip. zajimavé
autoreferaty doktorandli, budou zafazeny do podzimniho &isla IL, jejichZz soucasti
také bude podrobna informace o pfipravach a programu genetické konference
GSGM v roce 2011. Uzavérka prispévka nasledujiciho &isla IL 15. 10. 2010. Prof.
Knoll doporucil viozit do IL pFed jejich rozeslanim vyzvu k placeni ¢lenskych
prispévkl za rok 2010 s uvedenim ¢&isla bankovniho Gg&tu.

Ad 4) Prof. Doskar fidil diskusi o pfipravé genetické konference GSGM v roce 2011.



Predbézné navrzeny termin: konec zafi 2011.
Misto konani v blizkém okoli Brna (bude upfesnéno).

Program konference: pfiblizné 10 plenarnich pfehlednych pfednasek prednich
odbornikd na aktualni témata z genetiky v délce 45 min., a dale sekce plakatovych
sdéleni, na jejiz organizaci se bude spolupodilet skupina mladych pracovnikd z PFF
MU (zajisti prof. DoSkar). Jako prednaSejici byli navrzeni pfedni odbornici
z jednotlivych oblasti genetiky (PospiSek, Bartovd, Tomaska, Hampl, Vyskot,
Kejnovsky, Smardova, Krajéovié, PirSel, Hofinovd). Pozvani navrzenych
prednasejicich zajisti ¢lenové vyboru do konce zafi 2010.

Clenové vyboru byli vyzvani, aby zverejnili na svych pracovistich informace o soutézi
o Cenu GSGM pro mladé védecké pracovniky, ktera bude vyhodnocena na
konferenci v roce 2011. Dosud se nikdo nepfihlasil.

Ad 5) Prof. Knoll a Dr. Slaninovéa informovali o placeni piispévkd v CR a SR a stavu
na uétech. V CR je stav k 31.12.2009: 11616 K&, pFijmy v roce 2009: 8520 K&
(Clenské prispévky), vydaje: 5334 K¢ (tisk IL, poplatky za ucet). Ve SR je finanéni
stav k 31. 12. 2009 1257, 88 EUR. Placeni pfispévkl probiha pribézné.

Ad 6) Dr. Koc¢ova informovala vybor o vyhledani a doplnéni e-mailovych adres &lenu
GSGM. Tyto adresy budou vyuzity k zasilani aktualnich informaci ¢lenim GSGM.

Zapsala: M. VojtiSkova

Zapis ze sch uze vyboru genetické spole ¢€nosti Gregora Mendela, ktera se
konala dne 24.11. 2010 v Brn &

Misto konani: )
Zasedaci mistnost Ustavu experimentalni biologie, PFF MU Brno, Kamenice

Pfitomni (bez titull): DoSkar, Knoll, Koova, Malachova, Nesvera, Relichova,
Smarda, VojtiSkova, ZadraZil, Zeleny

Omluveni: Miadokova, Pikalek, Slaninova, Vicdek
Program schuze:

. Informace o ¢innosti vyboru za uplynulé obdobi

. Zhodnoceni naplné posledniho Cisla IL €. 36

. Pfiprava dalSiho gisla IL, projednani a schvaleni obsahu

. PFiprava genetické konference GSGM v roce 2011

. Ekonomické zaleZitosti (placeni ¢lenskych pFispévku, stav na uctu)
. Cena GSGM

. Ruzné
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Ad 1) Schazi zahdjil prof. DoSkaf a omluvil nepfitomné ¢leny vyboru. Aktualizace
seznamu ¢lenu vyboru (odstoupil prof. Fajkus, projednano na vyborové schlizi 25.5.
2010).

Cinnost vyboru v uplynulém obdobi: Clenové vyboru pozéadali vytipované odborniky o
plenarni pfedndsky pro nadchézejici konferenci v roce 2011 (podrobné v bodu 4),
byly zajistény piispé&vky do IL &. 37 (prof. Smarda), pokracovala Uspé&sna spoluprace
s Mendelovym muzeem (prof. Relichova pfipravila ideovy navrh vystavy k vyroci
Morganovych objevl) a byl navrzen cyklus prednaSek, tykajicich se sou€asnych
vyzkuma genomu v prostorach Mendelova muzea zacatkem roku 2011 ( prof.
Doskar).

Ad 2) Clenové vyboru velmi kladné& hodnotili uvefejnéné &lanky v poslednim &isle IL,
jejich vysokou odbornou droveri a aktualnost. Kvalitni grafickd Uprava, uvedeni
fotografii autort a struény profesni profil pak vytvorily distojnou tiSténou prezentaci o
¢innosti Genetické spole€nosti Gregora Mendela.

Ad 3) Prof. Smarda predstavil navrh obsahu nového &isla IL a to & 37. Z dosud
zaslanych prispévkd uvedl odborny ¢lanek doc. Slaninové, tykajici se vyznamu
homologické rekombinace, dalSi pfispévek od dr. Civané se tyka Vyzkumu
rezistentnich kmen( pSenice, dale dr. NeSvera pfislibil pfipravit informaci o
védeckém vyzkumu na Mikrobiologickém Ustavu AV CR v Praze, prof. ZadrazZil a
doc. PospisSek zajisti zpravu o Cinnosti RNA klubu, a prof. Relichova pfispévek o
vyznamu Morganovych objevu.

Informacni listy €. 37 budou také obsahovat recenzi na skripta prof. Vyskota, zapisy
ze schuzi vyboru GSGM z 25.5. a 24.11. t.r., zpravu o hospodareni (stav placeni
¢lenskych prispévkul). O prFispévek o udéleni Nobelovych cen v letech 2009 a 2010
bude pozadan prof. Fajkus, pfip. zajimavé autoreferaty doktorandd (po pfislusné
Upravé pro uverejnéni v IL) budou zafazeny do nasledujiciho Cisla IL (Elenové
vyboru oslovi vhodné autory).

Soucasti obsahu IL & 37 bude prvni oznameni o konani a programu genetické
konference GSGM v roce 2011. Redakéni uzéavérka pripravovaného cisla IL &. 37
bude 20.12. 2010 (prof. Smarda).

Ad 4) Byla projednana pfiprava a organizace genetické konference GSGM v roce
2011.

Organizacni vybor: brnénsti ¢lenové vyboru GSGM

Védecky vybor konference: ¢lenové vyboru GSGM

Navrzeny termin 14. — 16. zafi 2011

Misto konani: Mikulov, hotel Galant nebo jiné vhodné misto na jizni Moravé

Program konference: 10 plenarnich pfednasek prednich odborniki na aktudlni
témata z genetiky v délce 40 min., a sekce plakatovych sdéleni. Organizaci
posterové sekce bude povérena skupina mladych pracovniku (zajisti prof. DoSkar).
Pozvani pfednasejici, ktefi jiz vyjadfili svaj pfedbéZzny souhlas: doc. PospiSek, doc.
Bartova, doc. Hampl, prof. Vyskot, doc. Kejnovsky, prof. Smardova, prof. Krajéovic,
doc. Pirel, dr. HoFinova, prof. Tomaska. Clenové vyboru, ktefi jsou v kontaktu s vy3e



uvedenymi prednasejicimi, zaslou prof. Smardovi do redakéni uzavérky koneéné
nazvy prednasek.

Dr. Zeleny pfislibil vypracovani poptavkové nabidky na vytipovana ubytovaci
zafizeni. Na zakladé vysledkd nabidky se bude odvijet ekonomicka kalkulace
nakladu konferencniho poplatku a ceny za ubytovani.

Do IL &. 37 bude zafazena informace o konani Konference GSGM v roce 2011 a
vyzva ke sledovani aktualit na http://www.gsgm.cz.

ad 5) Prof. Knoll predlozil vyboru zpravu o hospodareni za rok 2009 a doporudil
vlozit do IL & 37 urgentni vyzvu k placeni ¢lenskych pfispévkld pro pfislusny rok
s uvedenim ¢isla bankovniho G¢tu a k uhrazeni nedoplatkl za uplynula obdobi.
Vybor konstatoval, na zakladé vypracovaného prehledu placeni, ze Uhrada je velmi
liknava a pocet zaplacenych prispévkl pro rok 2010 do listopadu t.r. je velmi nizky.

ad 6) Do soutéZe o Cenu GSGM s plenarni pfednaskou vitéze na konferenci v roce
2011 je zatim evidovana pouze jedna pfihlaska.

Vybor GSGM prodlouzil termin uzavérky do 15. dubna 2011 a vyzyva cleny k Ucasti
v této soutézi pro mladé védecké pracovniky do 35 let. Pfihlasky do soutézZe je nutné
zaslat co nejdfive na adresu: Vybor Genetické spoleénosti Gregora Mendela, Ustav
experimentalni biologie, Pfirodovédecka fakulta MU, Kotlarska 2, 611 37 Brno.

-----

ad 7) Dr. Ko€ové informovala vybor o doplnéni seznamu elektronickych adres ¢len(
GSGM.

Zapsala: M. VoijtiSkova

K €lenskym p Fispévkim

Zadame vsechny &leny GSGM o uhrazeni &lenského prispévku za rok 2011.
Prispévek slouzi pfedevsim k pokryti nakladu na tisk a distribuci Informacnich lista a
zlistava jiz nékolik let nezménén. | v roce 2011 ¢ini 150 K& na ¢lena (pro studenty a
dichodce je pfispévek snizen na 50 K¢). Prosime o Uhradu pfispévku do konce
unora 2011 pfevodem na ucet GSGM u Komercéni banky €. 19-9096530217/0100 s
doplnénim variabilniho symbolu, tj. d¢lenského ¢isla uvedeného na adrese
http://www.gsgm.cz/clen CZ.html.

Prosime rovnéz ty €leny, ktefi zapomnéli uhradit pfispévek za rok 2010, aby tak
ucinili nyni.

Dékujemel!

¢lenové vyboru GSGM



VYUCTOVANI HOSPODARENI GSGM ZA ROK 2010 (CR)

Zustatek k 31.12.2009
z toho na uctu KB
v pokladné
PFijmy v roce 2010

1. Uroky z Gctu u KB

2. Clenskeé prispévky (5600 K¢):
z toho

placené na ucet KB
placené hotové

Vydaje v roce 2010

1. faktura za obalku k IL
2. poStovné za IL 2010
3. obcerstveni jednani komise GSGM

4. poplatky bance za vedeni Uctu a polozky
Zustatek k 31.12.2010
z toho

na udétu KB
v pokladné

11616,45K €
9600,45 K¢
2016,- K&

5601,60 K €
1,60 K&

4800,- K¢
800,- K&

3000,- K&
930,- K¢
174,- KE

1643,- KE

11471,11 K €
9759,11 K¢
1712,00 K¢

VYUCTOVANIE HOSPODARENIA GSGM ZA ROK 2010 (SR)

Zostatok k 31.12.2009
z toho na Ucéte Tatra banka

v hotovosti

Vydavky v roku 2010
1. poplatky banke za vedenie Uctu

Zostatok k 31.12.2010

na Ucéte Tatra banka
v hotovosti

z toho

1257, 88 EUR
1250,80 EUR
7,08 EUR

0 EUR

1220,74 EUR

1213,66 EUR
7,08 EUR



GENETICKA KONFERENCE 2011
organizovana Genetickou spole¢nosti Gregora Mendela

http://www.gsgm.cz/

Termin
14. - 16. 9. 2011

Misto konani
Zamecky hotel, Zamecké nameésti 66, Lednice

Organizator
Geneticka spole¢nost Gregora Mendela

Prof. RNDr. Jifi DoSkaf, CSc.

Prof. RNDr. Jan Smarda CSc.

Prof. RNDr. Jifina Relichova, CSc.

Prof. RNDr. Ales Knoll, Ph.D.

RNDr. Marie VojtiSkova, CSc.
Biomania — sdruzeni studentt PfF a LF MU

Registrace
Online registrace bude spusténa v bfeznu 2011 na internetovych strankach

Genetickeé spolec¢nosti Gregora Mendela http://www.gsgm.cz/

Program

Prednasky prednich odbornikd z vysokych Skol a dalSich akademickych pracovist,
tematicky zamérené na aktualni problematiku v oblasti genetiky a molekularni
biologie.

Sekce mladych
Prezentace vysledku jednotlivych pracovist formou plakatovych sdéleni uréenéa
zejména mladSim a zacinajicim védeckym pracovnikam.

Seznam piednasejicich

Doc. Eva Béartova: Uloha proteind vazanych na chromatin pfi DNA reparaci.
Doc. AleS Hampl: Budeme se mnozit kmenovymi bunikami?"

MUDr. Véra Hofinova: Geneticka diagnostika v Iékarskeé praxi.

Doc. Eduard Kejnovsky: Skakajici geny- parazité nebo pomocnici?

Prof. Juraj KrajCovi¢: Pre€o si organely zachovavaju svoje genomy?

RNDr. Miroslav PirSel: Oprava DNA a jej tloha v ontogeneze.

RNDr. Martin PospiSek: Piekvapivé role translacnich inicia¢nich faktort z rodiny 4E v
regulaci eukaryontni genové exprese.

Prof. Jana Smardova: Mutace p53 - krok na cesté k rakoviné.

Prof. Lubomir Tomaska: Evoluéné kutilstvo na koncoch chromozémov.
Prof. Boris Vyskot: Epigenetika.




Prvni dekada novénho tisicileti v Nobelovych cenach za
fyziologii/medicinu

Eva Matalova

Nobelovy ceny za fyziologii/medicinu zahdjily 21. stoleti ocenénim objevu
tykajicich se mechanism u fidicich bun éény cyklus (L. Hartwell - USA, P. Nurse -
UK, T. Hunt - UK). V prvni fazi (G1) buné¢ného cyklu burika zvétSuje svuj objem, pak
podstupuje syntézu DNA (S), pfipravuje se na déleni (G2) a projde mitézou (M).
Spravné Casovani a poradi jednotlivych fazi, které je nezbytné pro zajisténi hladkého
pribéhu cyklu, musi byt néjak fizeno. Leland Hartwell pouzil buriku kvasinky jako
modelovy systém pro genetické studie bunécného cyklu a objevil geny zodpovédné
za jeho fizeni (CDC-genes — cell division cycle genes). Tyto geny se uplatriuji v
kontrolnich bodech buné&ného cyklu G1 a G2/M. Paul Nurse identifikoval klic¢ovy
regulator bunééného cyklu u kvasinek — gen cdc2 a izoloval odpovidajici gen také u
lidskych bunék — CDK1. Tento gen koduje protein, ktery je ¢lenem rodiny cyklin -
dependentnich kinaz (CDK), tedy enzym( schopnych fosforylovat proteiny a fidit tak
jejich funkénost (inhibovat, resp. aktivovat). Hladina proteinu CDK je béhem cyklu
stala, ale jeho aktivita vyrazné kolisa plsobenim cyklind. Cykliny objevil Tim Hunt a
pojmenoval je podle jejich charakteristického kolisani v rznych fazich bunééného
cyklu. Periodicka syntéza a degradace cyklin béhem bunééného cyklu je tedy
klicovym mechanismem podilejicim se na regulaci bunééné proliferace.

K masivnimu buné&nému déleni dochazi nejen béhem embryonalniho vyvoje,
ale i u dospélého organismu pfi obnové tkani. Pro udrzovani homeostaze je nutné
balancovat tento vysoky narast bunék jejich kontinualni eliminaci. Sydney Brenner
pouzil hlistici Caenorhabditis elegans jako idealni model pro studium bunééné
diferenciace a vyvoje organu. Télo tohoto asi 1 mm velkého tvora totiz sestavad z 959
bunék, pficemz tohoto poctu je docileno pfesné fizenym bunéénym délenim a
specifickou likvidaci urcitych bunék. Robert Horvitz vyuZil tento model pro vyzkum
genetického programu fidiciho bunécnou smrt, identifikoval prvni ,geny bunécné
smrti“, oznacené jako ced-3 a ced-4 a ukazal, Ze jsou nezbytné pro jeji pribéh.
Nasledné objevil také gen zabrafujici bunééné smrti — ced-9. Obdobné geny byly
pozdéji nalezeny také u Clovéka (napf. ced-9 odpovida bcl-2) a ukazuji vysokou
evoluéni konzervativnost genetickych mechanisml programované bunécné smrti.
John Sulston vyvinul techniku studia bunéénych linii u C. elegans a potvrdil pfesné
fizeni bunécné smrti. Za objevy tykajici se genetické podstaty Fizeni embryonalniho
vyvoje a uplatn éni programované smrti bun &k byla udélena Nobelova cena za
fyziologii/medicinu v roce 2002 (S. Brenner - USA, R. Horvitz - USA, John Sulston -
UK).

Princip magnetické rezonance (MRI) byl popsan jiz v poloviné 20. stoleti, kdy
bylo ukdzana mozZnost zobrazeni rlznych struktur s vyuZitim této metody. Silné
elektromagnety vytvareji magnetické gradienty ve tfech dimenzich, dojde
k synchronizaci molekul a k odliSeni jednotlivych struktur v ramci organa. Tyto objevy
jsou zakladem pro Siroké vyuziti magnetické rezonance pro pot feby mediciny a
byly ocenény Nobelovou cenou v roce 2003 (P. Lauterbur - USA, P. Mansfield - UK).
Paul Lauterbur objevil, Ze vytvofenim gradientu magnetického pole Ize dosahnout



dvourozmérného zobrazeni struktur. Dale ukazal, Zze pfidani dalsiho magnetického
gradientu umozniuje vizualizaci fezu zkumavkou s béZznou vodou a s téZkou vodou.
Zadna jind metoda nedokéZe tyto dva druhy vody vizualné odlisit. Voda je soudasti
kazdé bunky, kazda tkan ma vSak odliSny obsah vody. Silné magnetické pole
ovliviiuje pohyb vodikovych atom( v molekulach vody a dokédze je srovnat jednim
smérem. Elektromagneticky signal vychyli smér magnetického momentu jadra vodiku
a detekeni pfistroj tyto zmény zaznamenava.
Peter Mansfield (na obrazku) ukazal, Ze gradienty
magnetického pole davaji signaly, které mohou byt rychle a
efektivné analyzovany a pfevedeny v zobrazeni. MR vlastné
dokaze vytvofit trojrozmérny obraz vnitfnich struktur bez
fyzického kontaktu. V soucCasnosti je zobrazovani s vyuZzitim
magnetické rezonance aplikovano pfi vySetfovani fady organu,
pficemz tato metoda je nezastupitelnd zejména u mozku a
michy. UmoZziuje v€asnou diagnostiku, ale také pribézné
sledovani pribéhu nemoci a ucinnosti terapie. MRl mlGZe napf.
ukazat rozsah néadorového bujeni, coZz umoZzZnuje presnéjsi
chirurgicky zakrok a cileni nasledné radioterapie. Pfestoze je
MRI jiz béZnou technikou, podléha stéle dalSimu vyvoji. MRI
nahradila fadu invazivnich metod, vyrazné snizila riziko komplikaci vySetfovanych
pacientu a zvysila jejich komfort.

Objevy tykajici se receptor U pro odoranty, které umoznuji ¢ichové vjemy,
byly ocenény v roce 2004 (R. Axel — USA, L. Buck — USA). Cichové receptory jsou
zakonCenim nervovych bunék, Cichovy epitel je tedy unikatnim mistem pfimého styku
nervového systému svnéjSim prostfedim. Prfestoze ¢&ich u ¢lovéka neni
nepostradatelnym smyslem, dokaze rozliSit asi 10 000 rlznych vani a pachd.
Cichové vnimani navic umocfiuje pres limbicky systém kvalitu dalSich vjema,
zejména chuti a maZze ovlivnit i socialni chovani.

Richard Axel a Linda Buck studovali receptorové &ichové bunky a popsali
geny, které koéduji specifickou rodinu receptorl — receptory vazajici odoranty. Tyto
receptory jsou lokalizovdny na bunécnych membranach nervovych receptorovych
bunék (viz obrazek). Kazdy
receptor sestava z proteinového
fetézce a je pevné ukotven
v cytoplazmatické membrané. Po
vazbé chemické latky (odorantu)
na tento receptor dojde k aktivaci
vnitrobunééného pfenosu signalu
pfes membranové vazané G-
proteiny (Nobelova cena za
fyziologii/medicinu z roku 1994).
Elektricky signal vytvoreny
Vv receptorovych bunkach je
pfenadSen c¢ichovymi nervovymi
drahami do mozku (Nobelova
cena za fyziologii/medicinu z roku
2000).

Stovky genl kodujicich tyto proteinové receptory tvofi asi 3 % lidského genomu.
RozliSeni vuni probiha v nékolika krocich. Proteinové fetézce receptort pro odoranty
se liSi v nékolika méalo aminokyselinach, coz umoznuje prvni rozliSeni vini. Druhé




rozliSeni pak probiha v ¢ichovych glomerulech, kde se schazeji nervova vlakna z vice
receptorl. Finalni ¢ichovy vjem je vytvofen v mozku (Cichova kara, amygdala atd.),
ktery se podili i na vytvareni €ichové paméti (vyvolani ¢ichového vjemu spojeného
s urCitym zazitkem nebo udalosti). Potencialni obnovitelnost cichovych bunék
(neurond) pfitahuje stéle vice zéjem regenerativni mediciny. Dosud se pro
experimentalni regenerace nervového systém vyuziva pfedevsim kmenovych bunék,
které jsou prekurzory bunék gliovych.

DalSi Nobelova cena nového tisicileti byla udélena za objev bakterie
Helicobacter pylori a jeji role v zanétlivych a v fedovych onemocn énich Zaludku
(B. J. Marshall - Australie, J. R. Warren - Australie). Tato onemocnéni byla
dlouhodobé fazena mezi chronické stavy, které jsou vyvolany predevsim stresem a
naslednou autodegradaci Zaludec¢ni sliznice kyselou Zaludelni Stavou. Z tohoto
hodnoceni vychazely i nasledné terapie zaloZené na inhibici produkce Zaludecni
kyseliny, které vSak maji pouze kratkodoby léCebny efekt. Barry J. Marshall a J.
Robin Warren ukazali, Ze zanétliva a viedovd onemocnéni Zaludku traktu lze trvale
vylécit. Objevili totiz, Ze na rozvoji téchto chorobnych stavl se vyrazné podili bakterie
Helicobacter pylori. Tato bakterie je v lidské populaci béZzna, ale pouze asi u 10-15 %
lidi jde o infekci symptomatickou.

H. pylori je vysoce variabilni a kolonizuje
Zalude¢ni mukozu Clovéka, kde muaze
zpusobit rozsahlé zanéty. Hlavnim pfiznakem
je krvaceni, mize dojit az ke vzniku nadord.
H. pylori navic produkuje enzym, ktery
neutralizuje Zzaludecni kyseliny a umoznuje
tak jeho preZiti v extrémnich podminkach.
Bakterie penetruje sliznici a diky produkci
adhezivnich  molekul  dochazi Kk jejimu
pevnému pfichyceni. Invaze bakterii vede
k imunitni odpovédi organismu, bakterie vSak
maji mechanismy, které této reakci zabranuiji.
Vylu€uji napfiklad toxin, ktery zabiji T-
lymfocyty (viz obrazek). H. pylori byl izolovan
vroce 1982 na zakladé rozsahlého studia
vzorkl pacientl podstupujicich gastroskopii,
coz umoznilo korelaci vyskytu této bakterie
s viedovymi onemocnénimi traviciho traktu.

V soucasnosti se patrd po mozné bakteridlni spolutc€asti u dalSich chronickych
zanétlivych onemocnéni (napf. revmatickych zanéta).

Novy princip regulace genové exprese , a to na arovni RNA interferenci je
tématem Nobelovy ceny z roku 2006 (A. Fire - USA, C. Mello - USA). Andrew Fire a
Craig Mello objevili, Ze zakladnim mechanismem fidicim tok genetické informace je
dvouretézcova RNA. Jejich klicovy experiment predstavoval injekci RNA rlznych
genl, a to jak jednoretézcové, tak dvouretézcové. Zatimco jednoretézcova RNA
neméla zadny vliv, dvoufetézcovd RNA vedla k fenotypu odpovidajicimu vyfrazeni
daného genu na arovni DNA. Tim bylo prokdzano, Ze dvouretézcova RNA eliminuje
cilovou mRNA. K RNA interferenci (RNAI) dochazi v kazdém typu bunky u zivo€ichu i
rostlin. Dvouretézcova RNA (dsRNA) se vaze k proteinovému komplexu Dicer, ktery
Stépi dsRNA na malé fragmenty. Jeden z fetézcll RNA reaguje s dalSim proteinovym
komplexem RISC a vaZze se na mRNA mechanismem parovani bazi. mRNA je poté
rozStépena a nemuze dojit k syntéze odpovidajiciho proteinu. RNA interference se




tedy mohou stat slibnou cestou pro fadu terapii, protoze umoznuji ,umiéeni gend”
bez riskantnich zasahu do genomu bunék pacientl. Tyto postupy se aktualné testuji
napf. pro makularni degenerace oka, kdy dochazi k nadmérné produkci cév v sitnici,
které snizuji schopnost vidéni. RNAI je zacilena napf. na vaskularni endotelovy
rastovy faktor (VEGF), coz vede k omezeni rustu cév v postizené oblasti oka. DalSi
oblasti uplatnéni RNAI se oteviraji u virovych onemocnéni, ale také aterosklerézy,
kde dvouretézcovd RNA umozni zablokovani produkce LDL (lipoproteiny s nizkou
hustotou), které se usazuji v aterosklerotickych platech.

Kmenové buriky jsou zdkladem embryonélniho
vyvoje a nezbytné pro obnovu organl a tkani.
Tyto buiky se dokazou nejenom sebeobnovovat,
ale soucCasné diferencovat v rozmanité typy tkani
na zakladé mezibunécnych komunikaci v urcité
tkani. Takove bunky jsou tedy i lakavym cilem pro
terapie s fizenou diferenciaci kmenovych bunék.
Specifické genové modifikace s vyuZzitim
kmenovych bun ék, za jejichz aplikace u mySich
modell byla udélena Nobelova cena v roce 2007
(M. Capecchi - USA, M. J. Evans - UK, O.
Smithies - USA), predstavuji dualezity krok ve
vyzkumu téchto strategii. Martin Evans izoloval
embryonalni kmenové buriky, v bunééné kulture
je geneticky pozménil a injikoval do blastocysty,
kterou zavedl do ,nahradni“ matky pro vytvoreni
geneticky upraveného potomstva (viz obrazek).
Kultivované embryonalni kmenoveé bunky tak byly vyuZzity pro vytvofeni transgennich
zvirat.

Mario Capecchi (na obrazku) a Oliver Smithies nezavisle pouZili metodu
homologické rekombinace, kterd umoZnuje obdobné modifikace embrya. Znalosti
tykajici se biologie kmenovych bunék a technologie tzv.
genové modifikovanych mySi umoznuji rychlé pokroky
v pochopeni normalniho embryonalniho vyvoje, souvisejicich
abnormalit a onemocnéni a také navrzZeni U€innych prevenci a
terapii. Genom mysi i ¢lovéka ma obdobny pocet genu a
genetickou manipulaci embryonalnich kmenovych bunék Ize
vytvaret i mySi modely lidskych onemocnéni. Pfikladem je
zavedeni mutovaného genu HPRT (kdédujiciho hypoxantin-
guanin fosforibozyltransferazu), ktery je pfi¢inou Lesch-

Nyhanova syndromu. DalSim cilem je cysticka fibr6za, dédi¢né
kardiovaskularni defekty (hypertenze, ateroskler6za) a
v neposledni fadé také razné typy nadord.

Znalost plavodce nakazlivé choroby je klicovou podminkou vEasné terapie.
V roce 2008 byly ocenény objevy tykajici se lidského papilomaviru  (H. zur Hausen
— Némecko) a viru lidské imunodeficience (HIV)(F. Barré-Sinoussi - Francie, L.
Montagnier - Francie). Harald zur Hausen se zabyval karcinomem délozniho kréku,
ktery je u Zen jednim z nejCastéjSich nadorovych onemocnéni. AcCkoliv nenalezl u
téchto nadord pfimo viry, s vyuzitim kratkych usekd DNA prokazal, Ze papilomavirové
geny, které se integruji do genomu cervikalnich bunék, souviseji s rozvojem
nadorového onemocnéni. Béhem desetileti izoloval celou fadu virovych agens, které
se podileji na vice nez 70 % lidskych karcinomu délozniho kréku. Z téchto zaveéra
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vychazeji metody pro ¢asnou diagnostiku a je na nich zaloZzena vakcinace vyrazné

omezujici rozvoj tohoto nadorového onemocnéni. Francoise Barré-Sinoussi a Luc

Montagnier se domnivali, Ze AIDS zpusobuje retrovirus, ale bylo obtizné vysvétlit, jak

tento virus souvisi s rlznymi klinickymi pfiznaky této nemoci. HIV objevili

v lymfatickych uzlindch infikovanych pacientl, byl ve velké mife zastoupen v bilych

krvinkach a zpusoboval smrt jejich populaci. V dusledku toho byl umoZnén rozvoj

fady sekundarnich onemocnéni, které oslabeny imunitni systém nezvladne.

Propojenim pficiny a dasledku, tedy HIV/AIDS bylo umoZnéno zahajit dlouhou cestu

k efektivni terapii.

Se smrtelnosti souvisi také starnuti, které je predmétem Nobelovy ceny z roku
2009 udélené za objevy, jak jsou chromozomy chran ény telomerami a enzym
telomerazu (E. H. Blackburn — USA, C. W. Greider — USA, J. W. Szostak — USA).
Elizabeth Blackburn a Jack Szostak se potkali vroce 1980 a zapocali uspésSnou
spolupraci vedouci k objasnéni funkce telomer, tedy koncovych ¢asti chromozomd.
Telomery, pojmenovany jiz v roce 1938 (G. Muller), chrani kodujici DNA pfed ucinky
endonukleaz. Protoze se telomery pfi kazdé replikaci DNA zkracuji, je jejich délka
ukazatelem replikativniho starnuti bunky. Molekularni mechanismy souvisejici
s telomerami byly studovany s vyuZitim prvokd Tetrahymena. Tento organismus
obsahuje kratké linearni chromozomy (minichromozomy) kodujici zejména
ribozomalni RNA a byl proto vhodnym modelem pro vyzkum koncovych Gsekd DNA.
Na koncich chromozomu byly nalezeny opakujici se hexamerové sekvence, které
jsou druhové specifické. Na druhou stranu ale také strukturné konzervativni, coz bylo
prokdzano experimentalnim pfenosem, kdy telomerové Useky ziskané z prvoka plnily
svoji funkci i v kvasinkovych burikach. U prvokl bylo navic zjisténo, Ze telomery se
mohou prodluzovat, ¢imz zacCala cesta k hledani odpovidajiciho enzymu, na kterou
se vydala Carol Greider. Trpélivou kombinaci rliznych enzym0 ziskanych z extraktu
prvoku, substratl a stavebnich prvkd byla objevena telomeraza. Pozdéji bylo
prokazano, Ze telomeradza je podstatou replikaéni nesmrtelnosti bunék. Kromé
vysoké aktivity telomerdzy v embryondlnich bunkach a wvyuziti pro lakavou
nesmrtelnost je druhou stranou mince jeji pfitomnost v bufikach nadorovych.

Prvni desetileti Nobelovych cen nového tisicileti v oblasti fyziologie a mediciny
uzavira vysoce aktualni, ale mnohdy kontroverzni téma
fertilizaci in vitro. B€hem poslednich padesati let byly
odhaleny dulezité principy reprodukce Cclovéka a
provedena prvni UspéSna oplodnéni ,ve zkumavce".
Mnohaleta prace byla vénovana vyzkumu maturace
lidskych oocytua, principdm hormonalnich regulaci a
vlastnimu procesu splynuti vajicka a spermie. Toto usili
bylo korunovano narozenim prvniho takto po¢atého ditéte

v roce 1978. V nasledujicich letech R. G. Edwards a jeho kolegové tuto technologii

zdokonalovali a pomahali s jejim rozSifenim ve svété. Dosud se in vitro poCatych déti

narodilo na milion a zrodilo se nové odvétvi mediciny. Objevy R. G. Edwardse (UK),
ocenéné Nobelovou cenou v roce 2010, se staly milnikem v moderni reprodukéni
mediciné.

Nobelovy ceny za fyziologii/medicinu jsou s nékterymi vyjimkami tykajicimi se
zejména vale¢nych let udélovany kazdoroc€né jiz od roku 1901. Co pfinese jejich 111.
ro¢nik, se dozvime letos v fijnu, kdy se bude také konat Mendel Forum 2011
vénované tomuto vyroci.
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Mendel Forum 2010

Eva Matalova

Konference Mendel Forum jsou od roku 1992 organizovany Mendelianem
MZM ve spolupraci s dalSimi védeckymi a vzdélavacimi institucemi. Mistem konani je
nejenom Brno, ale také dalSi mista spojena s pusobenim J. G. Mendela. V roce 2008
se Mendel Forum konalo vnové rekonstruovaném Mendelové rodném domé
Hync¢icich. Popularné-védecka konference Mendel Forum 2010 probihala ve dnech
19. a 20. fijna v Olomouci, kde Mendel stravil ¢ast svého studentského Zivota.
Dopoledni pfednaskovy program organizovany Vv novych prostorach Univerzity
Palackého Olomouc (obr. 1) byl doplnén védomostni soutézi a exkurzemi
v odpolednich sekcich.

Obr. 1: Mendel Forum 2010 — pohled do poslucharny pfed zahajenim.

Prvni den konference byl zahajen predstavenim projektu Od fyziologie
k mediciné (CZ.1.07/2.3.00/09.0219), ktery se v roce 2010 realizoval v regionu Brno
a v letoSnim roce je otevien pro zajemce v Olomouci. Soucasti prezentace Mendel
Forum 2010 byla komentovana fotoreportaZz ke kurzam, které probihaly formou
diskusnich seminar s navazujici praxi na vybranych brnénskych pracovistich védy,
vyzkumu a vzdélavani.

Prvni pfispévek v sekci Mendel a genetika byl vénovan historickému ohlédnuti
za cestou krozlusténi genetického kodu, a to zejména ve spojitosti s nositeli
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Nobelovych cen (NC) za fyziologii/medicinu. V souvislosti s historii Mendelovych
experimentld byly nastinény milniky spojené sroli chromozom( v dédi¢nosti a
pfinosem T. H. Morgana (nositel NC 1933), koncepci jeden gen - jeden enzym a
jmény G. W. Beadle a E. L. Tatum (nositelé NC 1958), dale kliCovy objev struktury
DNA znamé trojice Crick-Watson-Wilkins (NC 1962). Zvlastni ¢ast prednasky byla
vénovana vzpomince na nositele NC M. W. Nirenberga (NC 1968), ktery v lorfiském
roce zemrel, ale jeho pfinos k rozlusténi genetického kodu, zejména zakonitosti
translace, zustava nesmrtelny. Objev restrikénich enzym( ocenény NC 1978 (W.
Arber, D. Nathans, H. O. Smith) vyrazné urychlil ,¢teni“ genetické informace, stejné
jako sekvenovani DNA (NC 1980 za chemii, P. Berg, W. Gilbert) a polymerazova
fetézova reakce (NC za chemii 1993, K. B. Mullis). Rapidni rozkvét molekularnich
technik smérujici v poslednich desetiletich k modifikacim koédu a jeho exprese byl
demonstrovan na pfistupech RNA interference (NC 2006, A. Z. Fire, C. C. Mello) a
genovych modifikaci u mysi s vyuzitim kmenovych bunék (NC 2007, M. R. Capecchi,
Sir M. J. Evans, O. Smithies). PfednaSka byla uzaviena nejaktualnéjSi Nobelovou
cenou tykajici se technik in vitro fertilizaci (NC 2010, G. Edwards), tedy vlastné také
vertikalniho pfenosu genetického kédu do dalSich generaci.

DalSi pfednaska v této sekci dolozila propojeni Mendela s Brnem a Olomouci,
které zacCind studiem J. Mendela na Filosofickém Ustavu tehdejSi univerzity
v Olomouci v letech 1840-1843 a pokracuje vlivem olomouckych profesor F. Franze
a jeho pfedchddce A. Baumgartnera na Mendelovu volbu profesni kariéry (jednak pfi
jeho rozhodovani pro vstup do starobrnénského augustinianskéeho klastera nebo pfi
jeho prijeti ke studiu fyziky na videfnskou univerzitu). Vazba Brna a Olomouce je dale
posilena aktem, pfi kterém hlavni pfedstavitel moravského duchovenstva Maria T.
hrabé Trauttmansdorff-Weinsberg z Olomouce vénoval své budovy Biskupského
dvora v Brné pro ucCely védeckého vyzkumu a muzejni dokumentace Moravsko-
slezské hospodaiské spole€nosti. V ideovém ramci této spolecnosti Mendel
uskutec€nil podstatnou c¢ast svych hybridiza¢nich pokust, o kterych vroce 1865
prfednasel v jejim Pfirodozkumném spolku a o rok pozdéji své Pokusy s hybridy
rostlin zvefejnil ve spolkovém c¢asopise. Prvni den konference byl zakonc&en
odpoledni prochazkou Mendelovou Olomouci s odbornym vykladem v mistech, kde
Mendel zil a studoval.

Druhy den byl zaméfen na aktualni poznatky a znalosti v oblasti nadorové
biologie, imunohematologie a experimentalni molekularni biologie. V prvnim
prispévku této sekce byl predstaven soucasny koncept puvodu nadorl, zejména
nadorové kmenové bunky a to s ohledem na heterogenitu nadorll a metastatické
procesy. Toto téma dale rozvijela i nasledujici pfednaSka zaméfend na nové
strategie v prevenci, diagnostice a Ié¢bé nadorovych onemocnéni. Vzhledem k tomu,
Ze nadorové transformace souviseji se ¢tvrtinou pred€asnych umrti v lidské populaci
a incidence téchto onemocnéni stale nartista, bohata diskuze probihala také béhem
prestavky. DalSi sekce oteviela téma genetické variability v imunitnim systému, kde
bylo referovano zejména o poznatcich tykajicich se struktury a vyznamu molekul
hlavniho histokompatibilniho systému (MHC). Animovana prezentace objasfujici
genetické zaklady konzervovanosti vs. variability MHC molekul byla doplnéna
klinickymi aspekty se zfetelem zejména na transplantace tkani a organi. Na toto
téma vhodné navazal dalSi pfispévek, ktery pFedstavil transplantaci kostni dfené
s vyuzitim komentovanych videozaznamu pfimo z lIékarské praxe.

Posledni sekce zavérecného dne konference zaméfena na experimentalni
molekularni biologii byla oteviena prfednaSkovou Casti, ktera predstavila zejména
molekulu COP-1 coby strazce bunky. COP-1 protein ma totiz enzymatické funkce
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ovliviujici vyvoj rostlin v zavislosti na svételnych podminkach. COP-1 je tak klicovy
pro jejich fotomorfogenezi, kdy z pady pucici rostlina musi zahdjit fotosyntézu.
PfednaSka se zabyvala propojenim svételného stimulu a genové exprese a ukazala
Ulohu COP-1 jako ubikvitin ligazy pfi degradaci proteint. Teoretické poznatky z této
sekce byly dopinény praktickymi zkuSenostmi béhem odpoledni exkurze do
Laboratofe molekularni fyziologie rostlin, kterd Mendel Forum 2010 uzaviela.

Sbornik konferen&nich pfispévka byl vydan pod ISBN 978-80-7305-117-4 a
poskytnut vS8em 170 registrovanym ucastnikiim konference. Elektronicky je dostupny
spole¢né s fotogalerii na webové strance http://cit.vfu.cz/fyziolmed.

Mendel Forum 2010 — prezentace a p FednaSejici

Sekce: Od fyziologie k mediciné

Projekt ESF ,Od fyziologie k mediciné“ (prof. MVDr. Jaroslav Doubek, CSc.)
ReportdZz ze seminarll a exkurzi projektu vregionu Brno 2010 (doc. RNDr. Eva
Matalova, Ph.D.)

Zapojte se do projektu v regionu Olomouc vroce 2011! (RNDr. Ivana Fellnerova,
Ph.D.)

Kreativni fyziologické modely bavi a vzdélavaji (A. Fellnerova)

Sekce: Genetika-Mendel
Geneticky kod v Nobelovych cenach (doc. RNDr. Eva Matalova, Ph.D.)
Mendel-Brno-Olomouc (PhDr. Anna Matalova)

Sekce: Aktualni poznatky z nadoroveé biologie
O puvodu nadort (Mgr. Zuzana Koledova, Ph.D.)
Antabus — novy lék proti rakoviné? (Mgr. Boris Cvek, Ph.D.)

Sekce: Zajimavosti z imunohematologie
Geneticka variabilita v imunitnim systému (RNDr. lvana Fellnerova, Ph.D.)
Molekularni biologie krve (MUDr. Vladimir Horak)

Sekce: Experimentalni molekularni biologie
COP 1 — bunéény ,strdzce” (doc. RNDr. Martin Fellner, Ph.D.)

Doc. RNDr. Eva Matalova, Ph.D. je védeckou pracovnici Ustavu Zivogisné
fyziologie a genetiky Akademie v&d CR, v.v.i., docentkou fyziologie a
farmakologie (Fakulta veterinarniho Iékafstvi, Veterinarni a farmaceuticka
univerzita Brno) a spolupracuje s Mendelianem MZM.
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Mendelovo muzeum — vystavy roku 2010

Ondrej Dostal, Daniela Vranova

Rok 2010 byl pro Mendelovo muzeum naro¢nym, ale zéroven nadmiru
vydafenym. Muzeum pfipravilo dva vystavni projekty Uzce vazané s osobnosti
Gregora Mendela. Prvni vystava se jmenovala Véela brnénska. Jak jiz nazev
napovida, jejim cilem bylo pfiblizit navstévnikim vcéelafeni a Zivot vcel. Autorem
vystavy byl doc. RNDr. Vladimir Ptacek, CSc. Nemohli jsme najit vhodné&jSiho autora.
Pan docent Ptacek se jiz léta stara o puvodni MendelGv véelin; zna nejen zdejsi
vCelafskou historii, ale i dnesni v&elafeni, a to i diky v€elstvim, které u v€elina chova.

Druhou vystavou, ovSem v pohledu narocnosti i prestize jisté prvni, byla
vystava T. H. Morgan — velké pokusy na malych muskéch (obr. 1). Pripravili jsme
vystavu o0 vyznamném genetikovi, ktery sice nikdy nenavstivil Brno, ale byl zasadni
postavou v pocatcich genetiky. Navaznost jeho prace na praci Mendela je vice nez
jasna. Ideovou autorkou a autorkou textll byla prof. Jifina Relichova, ktera navic
prednesla pfi zahajeni vystavy prednasku vénovanou Mendelovi a historii genetiky.
Role kuratorky se zhostila Bc. Zuzana Hanzelkova, ktera, sice bez vétSich
zkuSenosti, dokézala svoji erudici a preciznost pfi findlnich Gpravach textl a aranzma
vystavy. Aktivnim partnerem celé vystavy bylo o.s. Biomania v ¢ele s Mgr. Pavlem
Reichmanem. Diky Mgr. Janu Skodovi, jednomu z &lent tohoto sdruZeni, vznik
interaktivni vyukovy software umoznujici navstévnikim zkusit si kFizit octomilky.
Navstévniky z fad odborné verejnosti jisté potéSi dva originalni zapisky Morgana a
originalni obrazek octomilky nakresleny E. Wallace, které zapujcil Caltech Archives.
Akci podpofil Jihomoravsky kraj.

Obr. 1: Pohled na tzv "Fly room" vystavy "T.H. Morgan - velké pokusy na malych muskéach", kde jsou
vystaveny Morganovy originalni zapisky
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Muzeum se vSak podilelo i na dalSich vystavach. Pogatkem roku predstavilo vystavu
Darwin, ktera vznikla ve spolupraci s univerzitou v Lublani. Pfes letni mésice jsme
hostili dv& umélecké vystavy autord Pavla Herynka a Milode Sejna. Mimo prostory
opatstvi se muzeum podilelo na instalaci fotografické vystavy o praci naSich védc
na antarktické stanici Johanna Gregora Mendela. Vystavni projekty, které byly
realizovany ukazuji na vzristajici zajem o naSe aktivity.

Muzeum pokracuje i ve spoluporéddani prestiznich Mendel Lectures . Pro
letosSni rok jsme pfipravili novou grafiku pfednasek. Na této akci kromé PfF MU, LF
MU podili i rakouské VFG, IMP a akce je podporovana statutarnim meéstem Brno.
Potésitelny je i zvySujici se zajem o pfednasky Lékarské genetiky zajisténé MUDr.
Renatou Gaillyovou, Ph.D. Narlstajici zajem dokazuji i zastity nad akci, které ndm
predal Jan Husék, poslanec PSP CR, MUDr. Milena Cerna, Feditelka Vyboru Dobré
vale Nadace Olgy Havlové a VVybor Spole&nosti Iékarské genetiky CLS J. E. Purkyné.

Autenticky prostor Mendelova refektare se letos stal mistem udéleni ¢estného
doktoratu MU vyznamné osobnosti a drziteli Nobelovy ceny Karry B. Mullisovi (obr.
2).

Obr. 2: Karry B. Mullis, drzitel Nobelovy ceny, pfi prohlidce Mendelova muzea MU s Ondfejem
Dostélem, Feditelem muzea.

Mgr. Ondfej Dostal je feditelem a Mgr. Daniela Vranova zastupkyni feditele
Mendelova muzea v Brné (e-mail: dostal@rect.muni.cz a vranova@rect.muni.cz).
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RNA klub 2010

Martin Pospisek

Neni tomu tak davno, kdy jsem podaval na tomto misté zpravu o 7. ro¢niku
RNA klubu a dnes mohu fici, Ze jiz i osmy ro€nik jest minulosti a rozbihaji se pfipravy
na roénik devaty. VSak pfistupme k jednotlivym udalostem poporadé. Zda se, ze
zacina byt jiz tradici, Ze vyro¢ni setkani ¢eského RNA klubu se posunuji do pozdniho
podzimu, do mésicu fijna a listopadu. Také 8. ro¢nik se konal na zac¢atku listopadu
minulého roku, tentokrat v Ceskych Bud&jovicich. Hlavnim organizatorem byl Dr.
Hassan Hashimi ze skupiny Prof. Julia LukeSe, kterému zdatné asistoval Mgr. Jifi
Cerny a fada dal3ich kolegt a studentd. Organizatordm se podafilo pro symposium
zajistit reprezentativni prostory nové postavené budovy Filosofické fakulty JihoCeské
univerzity. Pocet registrovanych tc¢astnikl se stejné jako minuly rok pfehoupnul pfes
osmdeséatku. Na rozdil od brnénského RNA klubu, kde jsme byli svédky zatim
nejvysSi Uc€asti ze zahraniCi v historii RNA klubl, se tentokrate naprosta vétSina
Ucastnikd rekrutovala z ¢eskych a moravskych laboratofi. Lze fici, ze kazda
poradatelska laboratof vtiskla dosud RNA klubu nezaménitelnou podobu a kazdé
symposium tak bylo, pfi zachovani hlavni mySlenky, originalni, odliSujici se svym
zaméfenim a skladbou uc€astnikl od RNA klubl pfedchéazejicich. Pokud bychom
chtéli sledovat vyvoj, zaznamename, Ze kazdym rokem v praméru stoupa kvalita
prispévkl a zvySuje se obsazeni a zavaznost plakatové sekce. DalSim trendem je
zvySujici se pocet prispévku zabyvajicich se detailné prostorovym uspofadanim
konkrétnich ribonukleovych kyselin a ribonukleoproteinovych komplexd a
odpovidajicimi vztahy mezi strukturou a funkci. Pokud bychom chtéli soudit podle
letoSniho ro¢niku, je velmi pfijemné, Ze RNA klub objevili i virologové. Pritazlivost
symposia zvysSovali, jak jiz se stalo téZ dobrou tradici, zvani zahrani¢ni fecnici.
V osmém rocniku RNA klubu jimi byli Prof. Frédéric Allain z Ustavu molekularni
biologie a biofyziky Spolkového technického institutu v Curychu a Dr. Jernej Ule
z Cambridzské MRC Laboratofe molekularni biologie, ktefi v pribéhu svych
Ctyficetiminutovych plenarnich pfednasek predvedli své nejnovéjSi vysledky
v kontextu soucasného védéni v oboru. Prof. Allain promluvil na téma ,Insight into
RNA splicing and editing mechanism from the NMR structures of protein-RNA
complexes”. Dr. Ule pfednesl| pfispévek nazvany ,The interplay between the RNA-
binding proteins and the non-coding RNA elements”. Toto vSak nebyly jediné
povinnosti letoSnich plenarnich fe¢nikd. Oba byli organizatory pozadani, aby byli tak
laskavi a ohodnotili pfispévky studentd a mladych védeckych pracovnikd a vybrali
pét nejlepSich u nichZ urdi pofadi. Oba pozvani hosté se svého Ukolu zhostili velice
zodpovédné. Dlvodem pro takovou novinku bylo, Ze se nam letos podafilo ziskat
podporu pro ocenéni mladych védcu, jejichz prispévky zaujmou nejvice svoji kvalitou
i zplsobem presentace. VSech pét ocenénych mladych védct a védkyn ziskalo
zdarma roc¢ni Clenstvi v RNA Society a stim i pfedplatné Spi¢kového védeckého
gasopisu RNA. Ocenéni Hana Cernd z Masarykovy Univerzity, NCBR, Brno
(pfispévek ,NMR study of Nrd1l CID in complex with Ser5-phosphorylated CTD of
RNA polymerase 1), Zden&k Paris z Parazitologického Ustavu AV CR v.v.i. v
Ceskych Budgjovicich (pfisp&vek ,Mitochondrial thiolation and tRNA editing: One

17



modification, two different outcomes*) a Petr Hlubu€ek z Pfirodovédecké fakulty, UK

Praha (pfispévek ,NA2Dsearch: fast and easy tool for secondary structure searches
through large datasets in parallel”), ktefi se umistili na tfetim az patém misté, navic
ziskali finanéni prémii ve vysSi 3000 K& Na druhém misté, ocenénym navic
odpusténim registrace na vyrocni konferenci The RNA Society v japonském Kjoto a
finanénim pfispévkem na cestu ve vysSi 1000 USD se tésné umistil Petr Holub z
NCBR Masarykovy Univerzity v Brné s pfispévkem "About the TRAMP: Structural
and functional characterization of RNA surveillance complex”. Na prvnim misté se
umistila Anna Lounkova z Ustavu molekularni genetiky, AV CR v.v.i. v Praze
s pfispévkem "Splicing of avian retrovirus in permissive and non-permissive cells".
Prvni cena pokryva naklady na cestu na konferenci v Kjoto a vloZzné na tuto
konferenci. Finan¢ni i nefinanni ceny byly ziskany za podpory The RNA Society a
Ministerstva Skolstvi mladeze a télovychovy CR (projekt INGO LA10023 feSeny M.
Pospiskem). V zavéru bych chtél touto cestou spolu s organizatory podékovat vSem
institucionalnim i firemnim sponzorim, bez jejichz stalé podpory by konani této
konference nebylo mozné. DalSi roénik RNA klubu probéhne pravdépodobné v Praze
a informace o jeho organizaci lze ziskat na tradi¢ni adrese rna_club@natur.cuni.cz.

RNDr. Martin PospiSek, Ph.D. je vedoucim Laboratofe biochemie RNA na Katedfe
genetiky a mikrobiologie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze (e-mail:
martin@natur.cuni.cz).

Genetika v Mikrobiologickém Ustavu Akademie v  &d Ceské
republiky, v.v.i.

Jan NeSvera

Studium genetiky mikroorganisml je nedilnou
soucésti védeckeé prace v Mikrobiologickém Ustavu AV
CR v Praze 4-Kréi. Z 28 laboratofi MBU AV CR maji tfi
laboratofe slovo genetika (nebo genovy) pfimo v nazvu. Jednd se o Laboratof
molekularni genetiky bakterii (vedouci dr. J. NeSvera), Laboratof genetiky, fyziologie
a bioinzenyrstvi hub (vedouci dr. M. Flieger) a Laboratof regulace genové exprese
(vedouci dr. L. ValaSek). Studiem genetického materialu mikroorganismt a raznych
aspektl jeho funkci a jejich regulaci se ve vétsi ¢ menSi mife zabyva i vétSina
ostatnich laboratofi MBU. Sekvenovani DNA pro laboratofe MBU i pro dalsi
pracovisté zajistuje Stfedisko sekvenovani DNA vedené dr. J. Felsbergem.

Védecky program Laboratofe molekularni genetiky bakterii je zaméfen na Ctyfi
smeéry vyzkumu. Jedna se (1) o studium funkce restrik€éné-modifikacnich systém
typu I, (2) o studium regulace exprese genu u bacilt a (3) u prakticky vyznamnych
korynebakterii a rhodokokid a (4) o genetickou charakterizaci mikrobialnich
spoleCenstev v kontaminovanych lokalitach. Laboratof regulace genové exprese se
zabyva detailnim studiem mechanism( regulace translace u kvasinek. Genetické
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pfistupy pouzivaji i dalSi laboratofe Sektoru bunécné a molekularni mikrobiologie,
jejichz prace je zaméfena na studium kvasinek (Laboratof reprodukce bunky -
vedouci ing. J. HaSek; Laboratof buné&né biologie - vedouci dr. L. Vachova). Jedna
se napriklad o studium mechanismu redistribuce proteint G¢astnicich se translace
v burice kvasinek a regulace exprese genu kodujicich exportéry amoniaku. Pouzivani
metod molekularni genetiky pfispélo k ziskani vyznamnych vysledkd pfi studiu
patogennich bakterii v Laboratofi molekularni biologie bakteridlnich patogent
(vedouci ing. P. Sebo) a v Laboratofi bun&éné signalizace (vedouci dr. P. Branny).
Modelovymi bakteriemi studovanymi v téchto laboratofich jsou Bordetella pertussis,
Neisseria meningitidis a Streptococcus pneumoniae. Analyzou bakterialnich
proteom0 a vytvafenim matematickych modeltd regulace transkripce a translace u
mikroorganismU se zabyva Laboratof bioinformatiky (vedouci ing. J. Vohradsky).

Laboratof genetiky, fyziologie a bioinZenyrstvi hub je zaméfena zejména na
studium fylogeneze vztahG symbiotickych a parazitickych hub s jejich hostiteli (vySsi
rostliny, hmyz). Tradiénimi modelovymi organismy, dlouhodobé& studovanymi v MBU
AV CR, jsou streptomycety. Studiem genetickych zéakladG biosyntézy sekundarnich
metabolitl u streptomycet, zejména antibiotik, se zabyvaji Laboratof biologie
sekundarniho metabolismu (vedouci ing. J. Janata), Laboratof molekularni biologie
aktinomycet (vedouci ing. M. Petfi¢ek) a Laboratof mikrobialni proteomiky (vedouci
dr. J. Weiser). Genetické pfistupy jsou vyuZzivany i v Laboratofi biotransformaci
(vedouci prof. V. Kfen), napfiklad pro dosazeni Gu€inné exprese genu z riznych druhd
hub, kodujicich nitrilasy, v bakteriich. Praktickymi aplikacemi bakterialni genetiky se
zabyva v laboratornim méfitku Laboratof enzymovych technologii (vedouci dr. P.
Kyslik). Ziskané produkéni kmeny mikroorganismi jsou pak v Laboratofi
fermentacnich technologii (vedouci ing. M. Sobotka) testovany v provoznich
podminkach. Pro detailni charakterizaci produkttd mikrobialniho metabolismu slouzi
metody hmotnostni spektrometrie a spektroskopie nuklearni magnetické resonance
zavedené a pouzivané v Laboratofi charakterizace molekularni struktury (vedouci
doc. V. Havli¢ek). Soucasti této laboratofe je i pracovni skupina zabyvajici se
elektronovou mikroskopii. V posledni dobé jsou genetické pfistupy zavadény i
v Sektoru ekologie, zejména v Laboratofi environmentalni mikrobiologie (vedouci dr.
P. Baldrian) a v Laboratofi biologie hub (vedouci doc. M. Gryndler). Jedna se
zejména o genetickou charakterizaci izolatt bakterii a hub z pudy.

Genetické pEistupy jsou vyuZivany i na detaSovaném pracovisti MBU AV CR,
v Sektoru autotrofnich mikroorganisma v Tfeboni. Jsou studovany zejména
mechanismy regulace fotosyntézy u sinic (Laboratof fotosyntézy - vedouci prof. O.
Préasil) a regulace bunééného cyklu fas (Laboratof bunéénych cykli fas - vedouci dr.
K. BiSova). Vysledky ziskané studiem genetiky a fyziologie fas a sinic v laboratornich
podminkach jsou pak vyuzivany v provoznim meéfitku v Laboratofi fasovych
biotechnologii (vedouci doc. J. Masojidek).

Na zavér lze Fici, Ze vysledky genetické analyzy rznych druhl prokaryontnich
i eukaryontnich mikroorganism(@, ziskané v Mikrobiologickém ustavu AV CR,
predstavuji zna¢ny objem poznatku, komplementarnich k vysledkiim studia genetiky
rostlin a Zivocichll (v€etné c&lovéka) ziskanych na jinych védeckych pracovistich
v Ceské republice.

RNDr. Jan NeSvera, CSc. je vedoucim Sektoru bunécné a
molekularni mikrobiologie a Laboratofe molekularni genetiky bakterii
Mikrobiologického ustavu AV CR (e-mail: nesvera@biomed.cas.cz)
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Novy gén rezistencie pSenice vo €i B. graminis
Nové stratégie v mapovani génov rezistencie psenice

Peter Civa n

Uvod

PSenica (Triticum L.) je jednou z najvyznamnejSich polnohospodarskych plodin
v celosvetovom meradle, a to z hfadiska plochy vysevu, ako aj kalorickej spotreby
[udstva. Jej allopolyploidny gendm s komplikovanou organizaciou chromozémov
v homeologickych skupinach a s dizkou pat krat vaésou ako je gendm &loveka (T.
aestivum L. ~1,7 x 10' bp) v8ak predstavuje velkd prekazku v molekularno-
genetickej charakterizacii tejto ddleZitej plodiny. AZ priblizne 80% genémovej dizky
pSenice zaberaju transpozabilné elementy (TE), ato predovSetkym LTR-
retrotranspozony, (Long Terminal Repeat) ktoré su hlavnou pri¢inou expanzie
gendmu. Gény su preto riedko roztrdsené v obrovskom mori repetitivnych sekvencii,
¢o robi ich molekularnu charakterizaciu extrémne obtiaznou.

Délezitym krokom v genetickej charakterizacii pSenice je tzv. molekularne

mapovanie génov — intrachromozomalna lokalizacia génov a identifikacia
molekularnych markerov vtesnej vazbe so skumanymi génmi. Okrem toho, Ze
molekularne markery sprostredkovavaju informaciu o chromozomalnej

a subchromozomalnej lokalizacii génov avidealnom pripade aj umozfuja ich
klonovanie a sekvenovanie, predstavuju tiez cenny nastroj v Slachtitel'skych
programoch. Molekularne markery pomahaju detegovat a identifikovat pritomnost
génov bez potreby skimania fenotypu rastliny, a mézu zefektivnit Slachtenie novych
kultivarov prostrednictvom MAS (Marker-Assisted Selection). Kvoli velkosti
a kompozicii gendmu pSenice su vSak stratégie chromozomalnej lokalizacie génov
zdihavé a &asto problematické; techniky molekularnych markerov zas nespinaju
mnohé poZziadavky na optimalny markerovy systém. Je preto dolezité venovat velka
pozornost vyvoju efektivnych laboratérnych postupov, ktoré by urychlili ziskavanie
poznatkov o0 gendmoch obilnin aich praktické aplikacie v polnohospodarskej
produkcii.

K agronomicky najdélezZitejSim génom pSenice patria tie, ktoré zabezpeduju
rezistenciu voci biotickym stresovym faktorom prostredia, ako su napr. fungalne
ochorenia. Tieto gény zdielaju niektoré spolo¢né znaky na urovni DNA sekvencie
a vytvaraju tak velmi Siroka skupinu tzv. R-génov (Resistance genes), resp. im
podobnych RGA (Resistance Gene Analogues). Doposial osekvenované R-gény
rastlin ¢asto koduju proteiny so Struktirou NBS-LRR (Nucleotide Binding Site —
Leucine-Rich Repeat), ktoré obsahuju pomerne konzervované sekvenéné motivy
(napr. P-slu¢ka, kinaza-2 a GLPL motivy v NBS doméne). Predpokladana funkcia
tychto proteinov je v Specifickom rozpoznavani pritomnosti patogénna, resp. jeho
produktov v cytoplazme bunky, a v transdukcii signélu, ktory vyvola obrannu
odpoved rastliny. Povaha vacésiny patosystémov rastlin a parazitov vsak vedie k ich
ko-evolucii, v dosledku ktorej sa neustale selektuju rastliny s acinnymi génmi
rezistencie a virulentné rasy patogénov schopné tato rezistenciu hostitefa
prekonavat. Tieto Rydleyovské preteky Cervenej kralovnej sa v prirodnych
podmienkach ustalia vrovnovaznom stave vdaka genetickej diverzite populacii
hostitela a patogéna. No v podmienkach moderného polnohospodarstva s geneticky
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uniformnymi monokultirami st gény rezistencie frekventovanych kultivarov rychlo
prekonané virulentnymi rasami patogéna. Ak chceme bojovat s parazitickymi
ochoreniami  polnohospodarskych plodin ekonomicky vyhodne a ekologicky
bezpeéne, je potrebné neustale hfadat nové genetické zdroje s ucinnymi génmi
rezistencie. Subchromozomalnemu mapovaniu tychto génov aich naslednej
inkorporacii do genetickej vybavy vykonnych kultivarov musia asistovat’ vhodné typy
molekuldrnych markerov.

Novy gén rezistencie

Nasmu timu sa podarilo identifikovat novy geneticky zdroj rezistencie pSenice
voCi mucnatke travovej (Blumeria graminis (DC) E.O. Speer f. sp. tritici). Tymto
genetickym zdrojom (oznacili sme ho ako GZ1) je tetraploidna krajova odroda
Triticum turgidum subsp. dicoccum, ktora bola v minulosti lokalne vyuzZivana
v tradi€chom polnohospodarstve. Skutocnost, Zze GZ1 vlastni doposial neznamy
a nevyuzivany gén rezistencie, sme preukazali na viacerych urovniach: (i) GZ1
prejavil v juvenilnom Stadiu (primarny list) Uplna rezistenciu voci sade izolatov B.
graminis, ktoré vdaka ich Specifickej virulencii umoznuju diferencovat vacsinu
znamych Pm génov (Powdery Mildew — gény rezistencie vo&i mucnatke travovej). (ii)
GZ1 prejavil tiez aplna rezistenciu voc€i vSetkym izolatom B. graminis zozbieranych
v réznych lokalitach Slovenska v rokoch 2006-2007. (iii) Na cytologickej arovni sme
pozorovali vynimo&nu rezistenciu GZ1 aj v adultivnom Stadiu (sekundarny a terciarny
list), kde sa do hyfélnej formy vyvinulo len 0,1% sp6r B. graminis (ESH/App = 0,1).
(iv) Rezistenciu sme pozorovali po¢as niekolkych rokov aj v polnych podmienkach,
kde si GZ1 zachovaval uplnd odolnost voéi mucnatke travovej pocas celého
vegetacného obdobia, a to aj pri vysokom infekénom tlaku.

Pre mendelisticki charakterizaciu rezistencie sme uskutocnili krizenia GZ1
s nachylnou odrodou. F; generécia krizenia GZ1 s CGN08354 neprejavila rezistenciu
odolného rodi¢a. F, generacia Stiepila nachylné a odolné rastliny v pomere 265:96
(obr. 1). Vysledky krizeni teda poukazuju na monogénne podmienenu rezistenciu
zabezped&ovan( recesivnym génom (x>-test: 0,50>P>0,30).

Obr. 1. Reakcie F,3 rodin krizenia CGN08354 x GZ1 na mucnatku travovd. Poradie listovych
segmentov: (a) — 1. riadok (horizontalne) 2 x nachylny rodi€; 2 x GZ1; v dalSich riadkoch nasleduje 36
jedincov z F; generacie odvodenej z F, jedinca R8; (b) — 1. riadok 2 x GZ1; 2 x nachylny rodi¢;
v dalSich riadkoch nasleduje 27 jedincov z F; generacie odvodenej z F, jedinca S23; (c) — 1. riadok 2
x GZ1; 2 x nachylny rodi¢; 2 x NT-10; v dalSich riadkoch nasleduje 19 jedincov z F; generacie
odvodenej z F, jedinca S40. F; generacia umoznila identifikovat genotyp prisluSnych F, rastlin — R8 je
recesivny homozygot; S23 je heterozygot; S40 je dominantny homozygot. Takto je mozné vyberat do
BSA len homozygotné jedince.
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Recesivita je u Pm génov skér vynimo¢na — 9/10 znamych génov rezistencie
voc¢i mucnatke je dominantnych. Jeden z vyuzivanych recesivnych Pm génov je
multialelicky pm5, ktorého pdvod taktiez siaha k T. turgidum subsp. dicoccum. Bolo
preto potrebné presetrit, i rezistencia GZ1 je alebo nie je podmienena novou alelou
pm5 lokusu. DavnejSie boli popisané dva mikrosatelitové markery (Xgwml1267
a Xgwm?783), ktoré su v genetickej vazbe s pm5 lokusom. Ak maju GZ1 a nachylny
rodi¢ odliSné varianty tychto mikrosatelitov, je mozné sledovat distribUciu
mikrosatelitovych variant v potomstve ich krizenia. Analyzy ukazali, Ze varianty
Xgwm1267 a Xgwm783 su distribuované v potomstve krizenia CGN08354 x GZ1
nahodne vo vztahu k rezistencii vo¢i mucnatke (oba rodi¢ovské typy sa objavuju
urezistentnych aj nachylnych jedincov). A kedZze mikrosatelity Xgwml1267
a Xgwm783 su vo vazbe s pm5 lokusom, sU aj varianty pm5 génu distribuované
v potomstve bez slvislosti s pozorovanou rezistenciou. Rezistencia GZ1 teda nie je
podmienena alelou lokusu pmb5, a s velkou pravdepodobnostou ju zabezpeduje novy
gén s neznamou lokalizaciou.

Samotnd identifikacia genetického zdroja rezistencie a charakterizacia génu na
mendelistickej Urovni vS8ak nema pre praktické vyuZitie bezprostredny vyznam.
Genetickym zdrojom je totiz tetraploid — plevnata pSenica dvojzrnova, kym hlavnou
pofnohospodarskou plodinou je hexaploidna pSenica letna (T. aestivum). Pre
praktické vyuzitie novej rezistencie jej inkorporaciou do genetickej vybavy vykonnych
kultivarov T. aestivum by bolo Ziaduce lokalizovat zodpovedny gén a identifikovat
molekularne markery v jeho tesnej vazbe. Prenos novej rezistencie by sa tak mohol
zjednodusit’ a zefektivnit pomocou metdd tzv. molekularneho Slfachtenia.

Stratégie mapovania

Aké su teda su¢asné moznosti molekularneho mapovania génov pSenice?

a) Populéacia, ktora Stiepy sledovany znak (napriklad F, generacia krizenia) sa
rozdeli do skupin podla pozorovaného fenotypu (v naSom pripade rezistentné
jedince a nachylné jedince), atieto skupiny sa podrobia skriningu ¢o najvacsim
poctom mikrosatelitovych markerov z genetickej mapy pSenice. Cielom je
identifikacia mikrosatelitov, ktoré sa v jednej fenotypovej skupine vyskytuju CastejSie
(alebo vzdy) a v druhej fenotypovej skupine zriedkavejSie (alebo vdbec) v porovnani
s nahodnou distriblciou. Tento skrining je vyrazne zefektivheny metddou BSA
(Bulked Segregant Analysis), avedie Kk identifikacii mikrosatelitnych markerov
geneticky viazanych k sledovanému génu. KedZe chromozomalna lokalizacia
viazanych mikrosatelitov je znama z genetickej mapy pSenice, odhali sa tak aj
chromozomalna lokalizacia hfadaného génu. Nasledne je mozné testovat Stiepiacu
populaciu vSetkymi znamymi markermi z uréeného chromozému alebo jeho
ramienka, a tym odhalit relativne presnu geneticku vzdialenost sledovaného génu od
okolitych markerov.

Nevyhodou tejto stratégie je velka finanéna narocnost. Pre Gvodny skrining je
zvacSa potrebné, vzhladom na velkost pSenicného gendmu, testovat viac ako
stovky mikrosatelitovych markerov, €o v su€asnosti predstavuje investiciu Casto
presahujacu 10 000 € len na nakup oligonukleotidov. KedZe spravidla len frakcia
mikrosatelitov produkuje polymorfizmus medzi rodi€mi Stiepiacej populacie (tzn. je
potencialne informativna pri testovani potomstva), nemusi ani takto vysoky pocet
mikrosatelitovych markerov viest k UspeSnému zmapovaniu hladaného génu.
V pripade, Ze dané pracovisko planuje vyuzit tieto markery na mapovanie len
jedného génu, je takato investicia znacne nehospodarna.
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b) Druhd stratégia molekularneho mapovania génov pSenice je zaloZzena na
tom, Zze chromozomalna lokalizacia sledovaného génu sa determinuje eSte pred
mapovanim, ato svyuZitim nuli-tetrazomickych linii  pSenice. Syntézia
homologickych chromozémov pSenice totiz umoznuje pripravit linie, v ktorych je
nulizomicky stav jedného chromozému kompenzovany tetrazomickym stavom iného
chromozomu tej istej homeologickej skupiny (napr. linia nuli7B-tetra7D). Po krizeni
nositela sledovaného génu s kompletnou sadou nuli-tetrazomikov (ktora obsahuje
nulizomikov pre vsSetky pSenicné chromozémy) je tak mozné principom
monozomickej analyzy identifikovat chromozém, na ktorom sa dany gén nachédza.
V pripade recesivheho génu bude F; generacia jedného z krizeni neStandardne
obsahovat aj jedince s recesivnym fenotypom, pretoZze chromozdém s mapovanym
génom bude v monozomickom stave. V pripade mapovania dominantného génu sa
chromozomalna lokalizacia odhali neStandardnym Stiepenim F, populacie. Po
identifikacii chromozému, na ktorom sa hlfadany gén nachadza, sa na ucely jemného
mapovania testuju uz len molekuldrne markery tohto chromozému, ¢im sa vyrazne
redukuje mnozstvo molekularnych analyz.

Nuli-tetrazomické linie pSenice su vSak taZzko dostupné; nuli-tetrazomici
tetraploidnych pSenic boli dokonca vyvinuté len nedavno v USA. A hoci analyza
potomstva krizeni vybraného genotypu s aneuploidnymi liniami pSenice je relativne
presnym a spofahlivym nastrojom chromozomalnej lokalizacie génov pSenice, jeho
hlavhymi nevyhodami su &asovd naroCnost a pracnost experimentov. Je totiZ
nevyhnutné uskuto€nit 21 hybridizacii (resp. 14 v pripade tetraploidnych pSenic) s
kompletnou sadou nuli-tetrazomikov, a zavery je mozné robit aZz po zhodnoteni
fenotypu dostatoéne velkych populécii Fi, resp. F, generéacie. Zivotaschopnost
a fertilita aneuploidov je navySe znac¢ne znizena a hybridné zrna maju slabu kli¢ivost,
preto je nutné krizit' viacero jedincov kazdej aneuploidnej linie.

Nové moznosti

Nedavne Uspechy v separacii pSenicnych chromozémov pomocou
prietokového cytometra, dosiahnuté v skupine prof. Dolezela v Laboratériach
experimentalnej botaniky AV CR v Olomouci, znamenaji  velky progres
predovsetkym v sekvenovani gendmu pSenice. No metodiky vyvinuté tymto timom
otvaraju viacero dveri v genomike pSenice. Je napriklad mozné relativhe rychlo
separovat jednotlivé chromozomalne ramienka tetraploidného kultivaru ‘Langdon’,
ato v Cistote a kvantite vyhovujucej pre Standardny PCR skrining. (Ramienka je
mozné separovat prave zcv. ‘Langdon’ vdaka tomu, Ze ztohto kultivaru boli
vytvorené ditelozomické linie s aberantnymi chromozémami.) V naSej pracovnej
skupine vznikla myslienka vyuzit cytometricky triedené ramienka na chromozomalnu
lokalizaciu génu rezistencie GZ1. PCR na separovanych ramienkach cv. ‘Langdon’
moZze byt priamo zakomponovana do projektu mapovania, a nahradit tak analyzy
nuli-tetrazomickych krizeni (obr. 2).

Idea je zaloZena na rychlej identifikacii anonymného markera, ktory je vo vazbe
s génom rezistencie GZ1 a zaroven je pritomny u cv. ‘Langdon’. Pritomnost takéhoto
markera je potom zistovana pomocou PCR na jeho cytometricky separovanych
ramienkach, ¢im sa odhali chromozomalne ramienko viazaného génu. Na rychlu
identifikaciu markera vo vazbe je mozné vyuZzit cenovo efektivhe markerové techniky,
ktoré produkuju mnozstvo anonymnych markerov (s neznamou lokalizaciou). Tomuto
GCelu v suCasnosti sluzia hlavne metdédy AFLP (Amplification Fragment Length
Polymorphism) a RGAP (Resistance Gene Analogue Polymorphism), ktoré su vSak
pomerne technicky naro¢né, s nevysokym percentom polymorfnych markerov.
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NavySe, AFLP markery je pre uc€ely mapovania potrebné konvertovat na SCAR
SCAR markerov si nezachovava Specificitu pévodného AFLP markera a neméze byt
teda vyuZzitd na mapovanie. Na tento problém sme narazili aj v pripade rezistencie
GZ1. Podarilo sa nam identifikovat AFLP marker v repulsion faze ku génu
rezistencie, no SCAR marker z neho odvodeny amplifikoval repeticiu roztrasenu po
gendéme.

rezistentna odroda x nachylna odroda
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Obr. 2: Schéma navrhnutej stratégie mapovania génov rezistencie tetraploidnych pSenic, ktora zaffia
novu techniku TERGAP a vyuziva prietokovym cytometrom separované chromozomalne ramienka.

TERGAP

Na ucely rychlej identifikhcie anonymnych markerov génov rezistencie pSenice
sme preto vyvinuli originalnu metédu TERGAP (Transposable Element — Resistance
Gene Analogue Polymorphism; obr. 3), ktord vyuziva dynamiku vSadepritomnych
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retrotranspozonov v gendme pSenice a skuto¢nost, Ze konzervované motivy RGA su
relativne pocetné a Casto sa zhlukuju s aktivnymi génmi rezistencie. Technika je
zaloZzend na Standardnej PCR, v ktorej su kombinované primery komplementarne
k LTR urcitych retrotranspozénov s primermi rozpoznavajucimi konzervované motivy
NBS- LRR génov. PCR zvad&sa produkuje viacero produktov v dizkovom spektre,
ktoré je lahko odliSitefné na agarézovych géloch.

Retrotransposon
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Obr. 3: Princip TERGAP-PCR. Primer Aje komplementarny ku konzervativnym motivom NBS
domény NBS-LRR génov, ktorych su v gendme pSenice pravdepodobne tisice. Primer B rozpoznava
useky dlhych koncovych repeticii uréitej triedy LTR-retrotranspozonov a smeruje od retroelementu.
Polymorfizmy sU podmienené predovSetkym dynamikou aktivnych retroelementov, ktoré sa
diferencialne inzertuja v blizkosti NBS domén.

Vysledky

Pomocou PCR zacielenej na nahodne vybrany zmapovany mikrosatelit
pSenice sa ndm podarilo demonstrovat, Zze chromozomalne ramienka triedené na
prietokovom cytometri su spolahlivym nastrojom na chromozomalnu lokalizaciu
jedno-képiovych DNA markerov. Pri pouziti 50-100 ramienok v PCR bol
zaznamenany mikrosatelitovy produkt iba v reakcii s prislusnym ramienkom.

Uké&zalo sa tiez, Ze matdda TERGAP je aplikovatelnd bez zloZitej optimalizacie
priamo na separované ramienka, aumoziiuje tak rychlu ajednoduchu
chromozomalnu lokalizaciu anonymnych TERGAP markerov.

V Stiepiacej populacii krizenia CGN08354 x GZ1 sa nam podarilo identifikovat
jeden TERGAP marker v coupling faze s génom rezistencie. Po aplikacii danej
kombinacie primerov na chromozomalne ramienka cv. ‘Langdon’ bol amplifikovany
velkostne zhodny produkt z ramienka 2AS. Tento vysledok oznacuje 2AS ramienko
za miesto lokalizacie nového génu rezistencie GZ1, no kvéli moznosti homoplazie je
potrebné potvrdit lokalizaciu viacerymi markermi a ich sekvenéaciou. (velkostne
zhodné TERGAP produkty Langdonu a GZ1 nemusia byt ortologmi. M6ze ist o PCR
produkty s rdznou lokalizaciou a sekvenciou, ktoré maju rovnaku velkost len vplyvom
nahody.)

V sucasnosti pracujeme na vyvoji sady NBS- a LTR-primerov, vdaka ktorym sa
moéZze metéda TERGAP stat plnohodnotnym a uzitoénym nastrojom identifikacie
molekuldrnych markerov rastlinnych R-génov. Touto sadou primerov planujeme
identifikovat' dalSie markery rezistencie GZ1 a potvrdit tak lokalizaciu tohto génu.
Nasim dlhodobym cielom je klonovanie génu rezistencie GZ1. Totalna ucinnost tohto
génu vocli rasam B. graminis totiz naznacuje, Ze by mohlo ist o vynimo&nu
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rezistenciu zabezpe€ovanu mechanizmom, ktory je odliSny v porovnani so znamymi
génmi rezistencie pSenice voci mucnatke.
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Vyznam homologickej rekombinécie v rdznych bunkovych
procesoch

Miroslava Slaninova

Uvod

Udrzanie integrity gendmu ajeho presna replikacia su zakladnymi
poZiadavkami v Zivote buniek a organizmov. Tieto esencialne poZiadavky su
zabezpecCované a kontrolované sériou prepojenych metabolickych procesov, ktorych
zakladné komponenty su vacsSinou konzervované vo vsetkych riSach organizmov.
VSetky Zivotné procesy su vSak napriek ich viacuroviiovej kontrole spojené
s chybami. Okrem rizika chyb v mechanizmoch zabezpedujucich Zivot bunky, su
organizmy vystavené mnozstvu vonkajSich vplyvov, ktoré spdsobuju poskodenia
buniek. Pokial je poSkodena DNA, nastava riziko nielen pre samotnd bunku a jej
Zivotné funkcie, ale aj riziko prenosu poskodenej alebo zmenenej DNA do dcérskych
buniek a s tym Casto spojené nasledky pre cely organizmus. Pokial zmeny nastanu
v pohlavnych bunkach, nasledky sa prenesu na potomstvo.

Vyznam homologickej rekombinéacie

Vymena genetickej informacie medzi dvoma molekulami DNA, nazyvana
homologicka rekombinacia, je esencialny proces nevyhnutny k spravnemu priebehu
réznych Zivotnych dejov v bunke. V meiéze sa uplatiiuje pri vytvarani pohlavnych
buniek, kde dochadza k vymene uUsekov materskych a otcovskych chromozémov
a tak vzniku diverzity v potomstve tych istych rodi¢ov. V prvom meiotickom deleni sa
vyznamnou mierou podiefa na spravnej segregacii chromozomov vytvorenim
prekrizeni, crossing-overov medzi homologickymi chromozémami. Prispieva tak
ku zachovaniu stability gendmu kazdého druhu. V mitotickych bunkadch ma velky
vyznam pri rekonstrukcii replikacie, kde opravuje hlavne dvojvlaknové zlomy (DSB)
vznikajuce Casto kolapsom replika¢nej vidlice. Okrem toho opravuje DSB vzniknuté
vplyvom latok vonkajSieho prostredia ako je ionizujlce Ziarenie, ultrafialové Ziarenie
(UV) atakisto poSkodenia typu krizovych vazieb, ktoré spdsobuju niektoré agensy.
Pri nefunkénej telomeraze je dblezita pri udrzbe telomér. Neopravené DSB, ktoré
vznikaju bud priamo alebo ako medziprodukt pri Uprave inych poskodeni mézu
spbsobit mutagénne procesy ako je strata chromozémov, delécie, duplikacie alebo
translokacie, ¢o su procesy €asto veduce ku karcinogenéze (Mimitou a Symington,
2009 A). HR je preto vyznamnym procesom, ktory prispieva k zachovaniu integrity
gendmu. Mutanty v génoch, nevyhnutnych pre HR su v nizSich organizmoch ako
napr. kvasinky S. cerevisiae extrémne citlivé na poskodenia spdsobené ionizujicim
Ziarenim, maju naruSenu sporulaciu a meiozu, a takisto maju poruchu v prepinani
parovacieho typu, ¢o su Standardné bunkové procesy, pri ktorych prirodzene vznikaju
DSB (Game a Mortimer, 1974; Krogh a Symington, 2004; San Filippo a kol., 2008).
Pri vySSich eukaryotoch, hlavne stavovcoch, su mutécie vzniknuté v délezitych
génoch HR takmer vzdy letalne (Sonoda a kol., 2001), preto je nemozné detegovat
mutanty v tychto génoch. U stavovcov sa na procese HR podiefa mnoZstvo dalSich
faktorov, v ktorych mutécie boli identifikované pri niektorych dedi¢nych chorobach
ako je Fanconiho anémia, rakovina prsnikov u Zien a pod.
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Homologicka rekombinacia v meiéze

Crossing-over je klu€ovym procesom pri meiotickej segregacii, pretoze
fyzickou vazbou homologickych chromozémov napomaha ich orientacii a pripojeni na
vretienko v prvom meiotickom deleni. MnoZstvo crossing-overov sa neda presne
odhadnut podla velkosti gendmu, existuju dokonca vnutrodruhové rozdiely napr.
medzi samcami a samiCkami, a takisto medzidruhové rozdiely v pocte crossing-
overov na Mb DNA (Lenormand a Dutheil, 2005). NavySe crossing-overy nie su
rovnomerne distribuované po gendme, existuju tzv. rekombinacné hot-spots (horuce
miesta), ktoré su hypersenzitivne na nukleazy a naopak niekde su inhibované, napr.
v centromerickych oblastiach, kde by mohli ohrozit chromozémovl segregéaciu
(Rockmill a kol., 2006). Lokalna chromatinova Struktira sa zda byt dolezita pre
vytvorenie crossing-overu, napr. v kvasinkach S. cerevisiae je trimetylacia H3 histénu
na lyzine 4 (H3K4me3) epigenetickym markerom spajanym s aktivnym chromatinom
a zda sa, Ze je prepojena aj so vznikom DSB. Mapovanie gendmu naznaduje, Ze
vacsSina DSB vznika v medzigénovych regionoch, vratane promotorov a 20-120 kb od
telomér (Blitzblau a kol., 2007). MnoZstvo DSB vSak nezodpovedéa redlnemu poctu
crossing-overov, napr. v kukurici je mozné detegovat az okolo 560 DSB vo v€asnej
meiotickej faze, ale neskér reélne vznikne iba okolo 20 crossing-overov (Franklin
akol.,, 1999). Molekularna analyza hot-spots v kvasinkach, ludskych a mySich
bunkach ukazala, Ze DSB nie je vZzdy predpokladom vzniku crossing-overu a méze
byt opraveny aj bez jeho vzniku vplyvom zlozitejSich regulacnych mechanizmov
(Martinez-Perez a Colaiacovo, 2009).

Najviac poznatkov o HR v meiéze je u modelového organizmu S. cerevisiae,
pretoze ma najpristupnejSiu analyzu meiézy a existuje mnozstvo mutantov, ktoré
maju viac menej narusenu sporulaciu alebo rekombinaciu v mitotickych bunkach
a kedze je znamy kompletny gendm a bezproblémovo funguje HR, je mozné
indukovat nové mutanty v génoch, o ktorych predpokladame, Ze by mohli mat
funkciu v HR a sledovat vplyv mutacie na fenotyp.

Pri meiotickej rekombinacii sa vytvori priblizne 150-200 DSB a je spustena
draha zavisla na SPO11 géne. Spoll protein bol identifikovany v rad50 mutantoch
ako kovalentne naviazany na koncoch DNA pri DSB, vzniknutych v meidze (Keeney
a Neale, 2006). Znamenalo to, Ze je zapojeny do spracovania koncov DNA pri HR.
Koduje endonukleazu, Specifickll pre meidzu. Sucasny model predpoklada, ze Spoll
dimér vytvori DSB a monomeéry ostand naviazané na oboch koncoch DNA cez
tyrozinovy zvySok. Bol identifikovany v mnohych eukaryotoch od kvasiniek az po
cicavce, ¢o znamend, Ze jeho funkcia je velmi konzervovana. Mutécia v dalSich
deviatich génoch vSak spdsobuje podobny fenotyp, zrejme sa na vytvoreni a Uprave
DSB podiela komplex proteinov, kde Spoll ma katalytick( aktivitu (Keeney, 2001).
Spoll musi byt odstraneny z konca DNA, aby umoznil dalSiu Upravu zlomu
a zaciatok HR. Pri rad50 mutantoch ale aj mrell mutantoch ostava Spoll naviazany
na konci DNA, ¢o opat naznacCuje komplex proteinov, ktory sa podiela na resekcii
a dalSej uprave zlomu. Je to MRX komplex, ktory tvoria 3 proteiny Mrell, Rad50
a Xrs2, pri fudskych bunkach sa tento komplex nazyva MRN a tvoria ho proteiny
Mrell, Rad50 a Nbsl. Komplex je silne konzervovany a funguje ako senzor DSB,
lokalizator DSB, aktivuje kontrolny bod bunkového cyklu suvisiaci s poSkodenim DNA
a reguluje resekciu DNA koncov (review Mimitou a Symington, 2009 B).
NajdolezitejSim proteinom v komplexe je Mrell, ktory ma endonukleazovu aj 3'-5°
exonukledzovu aktivitu. Rad50 a Xrs2 umoznuju navazovanie MRX komplexu na
DNA a zvySuju nukleadzovua aktivitu Mrell (Trujillo a kol., 2003). C-terminalny koniec
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Mrell ma dve vazbové miesta, z ktorych jedno je zodpovedné za vytvorenie Spoll-
DSB Struktary (Nairz a Klein, 1997; Furuze a kol., 1998). Rad50 protein patri do SMC
structure maintenance of chromosome skupiny proteinov a obsahuje coiled-coil
doménu. Mrell sa viaZze na tuto doménu a vytvara heterotetramér, ¢o ma zrejme
vyznam pri vytvoreni mostika medzi sesterskymi chromatidami a ich spravne
rozStiepenie (review Mimitou a Symington, 2009 B). Treti protein je v kvasinkach
Xrs2 a v ludskych bunkach Nbsl. Oba proteiny maja N-terminalnu FHA doménu,
ktora umoznuje protein-protein interakciu a vazbu na fosforylovany H2A, dalej
konzervovanu C-terminalnu doménu, ktora je délezita pre vazbu s Mrell proteinom
a fosforylaéné miesto pre regulaény protein bunkového cyklu ATM/Tell. Vazba s
Mrell je kfu€ova pre funkciu MRX komplexu (Tsukamoto a kol., 2005). VSetky tri
spominané proteiny su potrebné pre regulaciu DSB v meioze spolu so Spoll
proteinom. Aj ked je komplex konzervovany, jeho funkcia v reguléacii DSB v mei6ze
nie je konzervovana. V dvoch genetickych experimentoch, ktoré mali za ulohu
izolovat mutantov v mei6ze v kroku po Spoll indukcii DSB, ale pred rozstiepenim
rekombinac¢nych intermediatov, bol izolovany mutant v géne SAE2/COML1, ktory ma
podobny fenotyp ako rad50S mutant a mrellS, ¢o znamena neresektované DSB,
absencia HR a redukovana synapsia (McKee a Kleckner, 1997; Prinz a kol., 1997).
Je zrejmé, Ze Sae2 funguje ako Stvrty ¢len MRX komplexu (review Mimitou a
Symington, 2009 B). Nedavno boli podobné proteiny identifikované aj u ludi, rastlin,
cervov a pod. Ako funguje Uprava zlomu po naviazani Spoll este nie je Uplne jasné,
bolo vSak dokazané, Ze nukleolytické Stiepenie nie je symetrické a neStiepi sa
kovalentnd véazba medzi Spoll a DNA, ale naStiepi sa cely retazec DNA priblizne
10-40 nukleotidov od DSB a odstrani sa oligonukleotid spolu s Spoll na konci
(Neale akol.,, 2005). Pri analyze mutantov v spominanych génoch napr. pri HO
endonukleazou indukovanych zlomoch vo vegetativnych bunkach sa zistilo, Ze zlomy
su normalne upravované aj v mutatnych kmenoch, ¢o znamena, Ze pri Uprave
nefunguje vyluéne MRX/MRN komplex, ale existuju dalSie alternativy pre tato funkciu
(review Mimitou a Symington, 2009 B).

Dalsi protein s endonukleazovou aktivitou Exol bol identifikovany u kvasiniek.
MézZe vytvarat 3' pre€nievajuce konce. Je konzervovany v eukaryotoch a okrem
rekombinacie ma udlohu aj v mismatch oprave apodlfa defektného fenotypu
v sporul&cii kvasiniek je pravdepodobné, Ze ma ulohu v regulacii DSB v meibze. Zda
sa, Ze tento proces je nezavisly od MRX komplexu (Mimitou a Symington, 2008).
Z vysledkov v8ak vyplyva, Ze v mutantoch je redukovana génova konverzia iba v
niektorych lokusoch, o znamena, Ze ma opat dalSiu alternativu, alebo funguje
lokusovo Specificky (Kirkpatrick a kol., 2000; Khazanehdari a Borts, 2000).
Predpokladany model resekcie a upravy DSB v meidze je na obr. 1A.

Homologicka rekombinacia v mitéze

Oprava DSB v mit6ze je skimana jednak pouzitim rdznych endonukleaz, ktoré
spbsobuju DSB v presne stanovenej sekvencii (HO endonukleadza, I-Scel
endonukleaza), alebo po p6sobeni roznych agensov ako je ionizujuce Ziarenie,
bleomycin a r6zne metylujuce latky. DSB vznikajuce po pésobeni endonukleaz tvoria
presne definované konce, ktoré sa nazyvaju aj Cisté konce, su charakteristické
3’pre€nievanim a su pripravené pre ligaciu alebo syntézu DNA. DSB vznikajuce po
pdsobeni ionizujuceho Ziarenia, bleomycinu a pod. vytvarajua tzv. Spinavé konce,
velmi r6znorodé, mnohokrat s aduktami na koncoch v zavislosti od pésobiacej latky.
Tieto nevyhnutne potrebuju Upravu, aby boli vhodné na zacatie HR alebo NHEJ.
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Gény MRX komplexu RAD50 a XRS2 boli identifikované pri hladani

mutantov, citlivych na Ziarenie. Tieto mutanty boli na rozdiel od ostatnych
rekombina¢nych mutantov rezistentné na Ziarenie a prejavovali hyper-rekombinacny
fenotyp. Aj bez pdsobenia latok spésobujucich DSB bola u nich pozorovana zvysena
spontanna reorganizacia genomu, ¢o znamenalo defekt v regulacii DSB a narusenu
regulaciu bunkového cyklu po poskodeni DNA (Chen a Kolodner, 1999). Neskér bolo
zistené, Zze RAD50 gén zrejme kontroluje 5° — 3" Gpravu mitotickych DSB. Takisto
mrx mutanty maju problém sresekciou DSB po pb6sobeni HO endonukleazy
a komplex pravdepodobne interaguje s dalSimi  komplexmi s chromatin-
remodelujacou aktivitou (review Mimitou a Symington, 2009 B). Z vysledkov vyplyva,
Ze pre mitotické DSB v S. cerevisiae je dbleZitejSia integrita celého MRX komplexu,
ako nukleazova aktivita Mrell proteinu, ktora nie je potrebna vbbec pre tzv. Cisté
konce iba pre konce s aduktami, alebo po ionizujucom Ziareni (Llorente a Symington,
2004). Nie je to vSak vSeobecny proces, pretoze v S. pombe a v fudskych bunkach je
nukleazova aktivita Mrell velmi délezita, ¢o moZze byt zujimavé z evoluéného
hladiska (Mimitou a Symington, 2008). Niektoré Studie naznacuju rovnakua ucast
Sae2 endonukledzy a Mrell nukledzy v uaprave DSB koncov, vzhfadom
k analyzovanej kinetike je vSak pravdepodobné, Zze Mrell je potrebna hlavne pri
iniciacii Upravy DSB a Sae2 je zrejme dolezitejSia pre dalSie kroky resekcie, pripadne
pre pritiahnutie dalSich faktorov (Mimitou a Symington, 2009 A). Ako uz bolo viackrat
naznacené, Uprava a oprava DSB je regulovana bunkovym cyklom. HR sa prevazne
uplatiuje v S a G2 faze, ked je DNA zreplikovana a umozni opravu DSB pomocou
vymeny sesterskych chromatid, ktoré si navzgjom poskytnu templatovi DNA. Na
rozdiel od HR sa NHEJ uplatiuje pocas celého bunkového cyklu, ale jej tloha stupa
v G1 faze. Vyber medzi dvoma drdhami opravy DSB je regulovany cyklin zavislymi
kindzami. Sae2 bola identifikovana ako jeden z moZnych sprostredkovatelov
regulacie Upravy DSB s bunkovym cyklom, je fosforylovana na dvoch serinovych
zvySkoch za normalnych okolnosti, ale mutacie vtychto miestach redukuju
rekombinaciu, Upravu DSB a spomaluju pritiahnutie Rad52 proteinu na miesto DSB
(Huertas a kol., 2008). Exol nukleaza so svojou 5~ — 3" exonukledzovou aktivitou je
vybornym kandidatom na dpravu 3" konca po resekcii. Niektoré prace naznacuju
alternativnu ulohu Mrell a Exol v Uprave DSB. Nadexpresia Exol spdsobi supresiu
defektu v DNA oprave a Ciastocne aj defektu v aprave HO indukovanych DSB v
mrell, rad50 aj xrs2 mutantoch, to znamena, Ze ma aj podobnu Ulohu ako MRX
komplex (Moreau a kol., 2001). NavySe dvojité mutanty rad50 a exol spbsobia, ze
3’konce su prilis kratke na to aby na ne nasadol Rad51 protein (Tomita a kol., 2003).
Napriek tymto vysledkom je HR stale funkéna aj pri mutacii v EXO1 aj v SAE2, ¢o
znamena, Ze existuje dalSia exonukleaza participujica na tomto procese.
Kvasinkova Sgsl helikaza je podobna RecQ helikaze z E. coli, ma teda predpoklad,
Ze bude dolezita pri resekcii DSB. Delécia EXO1 a SGS1 génu spbsobi uplny defekt
SSA mechanizmu, ale génova konverzia je nadalej funkéna. Kondicionalny mutant
eSte navySe v SAE2 vSak vedie ku kompletnému blokovaniu resekcie a za¢atia HR
naviazanim Rad51 (Mimitou a Symington, 2008). Predpoklada sa mechanizmus, kde
v prvom kroku MRX a Sae2 odstiepia priblizne 50-100 nukleotidov z 5" konca, ¢im
vznika 3" koniec ssDNA, tento je rychlo upraveny pésobenim Exol a Sgs1 (Mimitou
a Symington, 2009 B). DalSia nukleaza, ktora zrejme spolupracuje s Sgsl je Dna2
nukleaza. Je to konzervovana endonukleaza/helikdza, ktorA ma ulohu v Uprave
Okazakiho fragmentov a postreplikacnej drahe (Zhu a kol., 2008). Predpokladany
model resekcie DSB v mitéze je na obr. 1B.
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Obr. 1: Modely resekcie DSB v mei6ze A a v mitdze B. (Upravené podla Mimitou a Symington, 2009
B).

Homologicka rekombinacia pri oprave replika  €énej vidlice

Replikacia DNA je mnohonasobne kontrolovany proces réznymi kontrolnymi
signalnymi drahami, ¢i uz spojenymi s bunkovym cyklom, detekciou poSkodenia
DNA, mismatch kontrolnou drdhou av neposlednom rade aj rekombinaénymi
mechanizmami. Pri pohybe polymerazy a helikazy po template sa moze stat, ze
pokial polymeraza natrafi na prekdzku, je helikdza odpojené od polymerazy. Nastava
replikacny blok, ktory zanechava jednovidknovid DNA, ¢o mbéze byt substrat pre
endonukleolytické Stiepenie, ktoré vytvori DSB s jednym koncom alebo vytvori v DNA
medzeru gap. Podobna situacia mdze nastat, pokial nie je dobre zosynchronizovany
veduci a zaostavajuci retazec. Samozrejme zlom alebo iné posSkodenie méze nastat
aj vplyvom vonkajSich faktorov, poésobenim NER, BER a inych procesov. Bolo
dokonca zistené, Ze v niektorych DNA sekvenciach, ktoré sa tazko replikujd,
pomerne Casto nastava kolaps replikacnej vidlice. Pokial zahffhaju fragilné Casti
chromozomov, su takéto miesta predpokladom pre vznik chordb, pretoZze spdsobuju
nestabilitu gendmu (Freudenreich, 2007). Blok plymerazy na oboch retazcoch méze
byt odstraneny Specialnou TLS polymerazou, ktora je schopna zaradit do retazca aj
nekomplementarnu bézu, alebo polymerizovat aj z neStandardného primeru na
retazci. Obnovenie vidlice znamena presmerovanie 3" konca do sesterského retazca
a vytvorenie Specialnej Struktary tzv. kuracej nohy, ktora je analogickéa Hollidayovému
spoju. Toto presmerovanie templatu nie je spojené s invaziou retazca a je nezavislé
na Rad51, pricom RPA a Rad52 su zrejme potrebné spolu so zatial neznamym tzv.
motor proteinom (akym je aj Rad54), ktory katalyzuje vytvorenie a rozsStiepenie tejto
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Struktary (Li a Heyer, 2008). Rekonstrukcia DNA syntézy modZe nastat na oboch
retazcoch, veducom aj zaostavajucom retazci (Heller a Marians, 2006). DSB
s jednym koncom mdzZe byt nasledkom priamej endonukleolytickej reakcie pri
zastavenej vidlici, alebo nepriamo ak vidlica natrafi na nick v DNA. Ak mé& byt
opraveny DSB sjednym koncom, jedinou drahou, ktorda je schopna toto
zrekonsStruovat' je HR, konkrétne mechanizmus podobny BIR, ked je retazec
Stiepeny tak, Ze vytvori 3" koniec a za Uc€asti Rad51 aparatu prebehne invazia do
druhého retazca. Predpokladany mechanizmus rekonsStrukcie replikacnej vidlice
zahfnha pridavné faktory, ktoré nie su potrebné na DSB opravu, niektoré boli uréené
do RADS52 epistatickej skupiny (Li a Heyer, 2008). Bol identifikovany komplex Shul-
Psy3-Shu2-Csm2, ktory je schopny suprimovat defekt spomaleného rastu,
spbsobeného mutaciou v TOP3 géne. Genetickd analyza predpokladd, Ze Shu
komplex sa zUc&astriuje formovania rekombina¢nych intermediatov, ktoré potrebuju
Upravu posobenim Sgsl-Top3-Rmil. Proteiny Shu komplexu maju Struktdrnu aj
funkénd homolégiu s Rad51 paralégmi. Komplex mdéze mat Specialnu Glohu vo
vytvarani Rad51 filamentu (Mankouri a kol., 2007; Martin a kol., 2006). Dal3imi
faktormi s Mus81-Mms4 komplex, ktoré su takisto epistatické s RAD52 skupinou
génov, ktoré boli detegované aj v fudskych bunkach.

Z poskladanych poznatkov vyplyva, Ze r6zne pristupy k porucham replikacie
alebo poskodeniu DNA maju svoju hierarchiu a su regulované kontrolnymi bodmi
bunkového cyklu. Uplatiuje sa tu Srs2 helikaza, ktora ma antirekombinazovu aktivitu
a disociuje Rad51 zssDNA, aby nedochadzalo kinvazii retazcov. Potrebna je
funkcia Rad55-Rad57 mediatorov, ktoré su fosforylované kinazou, zodpovednou za
regulaciu kontrolného bodu po poSkodeni DNA (review Li a Heyer, 2008).

Pouzivanie HR a NHEJ pri oprave DSB v roznych fazach bunkoveho cyklu

Aj ked cely suhrn poznatkov v tejto praci ma byt hlavne o HR, neda sa vyhnat
ani NHEJ, pretoZe je to rovnocenna draha opravy DSB, ktorej regulacia musi byt
v rovnovahe s HR. V eukaryotickych bunkach su obe tieto drdhy konzervované,
vyskytuju sa v bunkach sucasne a ich podiel na oprave DSB je regulovany viacerymi
mechanizmami. Ako si teda bunka vybera, ktorou drahou opravi DSB?

Ked sa v bunke vyskytne DSB, prvy komplex ktory sa na zlom viaze, je MRX
v kvasinkach S. cerevisiae a MRN v S. pombe a v cicav€ich bunkach, ktory zahaji
Upravu koncov zlomu, aby sa mohla rozbehnut niektora reparana draha. Zalezi na
faze bunkového cyklu, ktora draha sa zapoji do jeho opravy. ZjednoduSene
povedané, NHEJ sa u vysSich eukaryotoch vyuzZiva hlavne v G1 faze a interfaze, HR
je naopak preferovana v S az G2 faze. Je to logické z hladiska mechanizmu, ked
NHEJ na rozdiel od HR nepotrebuje homologickd sekvenciu na opravu DSB, ktora
moze byt pristupné len poCas a po replikécii. A takisto poSkodenia DNA spojené
s replikaciou moézu byt jednoduchSie opravované pomocou homologickej
rekombinacie, pretoze moézu ako templat vyuzit blizku sesterski chromatidu. Pri
NHEJ je zlom jednoducho spojeny za mozného rizika, Ze pri tprave koncov DNA sa
nejaka Cast sekvencie strati. Vacsinou je spajany s error prone opravou, €0 nemusi
byt pravidlo a zalezi od prislusnych koncov DNA v DSB, ¢i ich treba nukleolyticky
upravit, alebo jednoducho spojit. Hlavhymi komponentami NHEJ su Ku70, Ku80,
ktoré vytvaraju heterodimér. Ten sa viaze na konce DNA, stabilizuje ich a zaroven
zabranuje resekcii koncov. Konce su religované za uc€asti MRX proteinov (v
kvasinkach S. cerevisiae) aligazovej aktivity Dnl4-Lifl/XRCC4 heterodiméru
a proteinu Nej1/XLF. V fudskych bunkéch v tejto drahe neparticipuje MRN komplex,
su tam vSak navySe komponenty, ktoré zrejme tuto funkciu nahradzaja, Ligaza 4,
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XRCC4, DNA-PKCS a protein ARTEMIS (Bernstein a Rothstein, 2009). Okrem toho
vyber drahy zalezi aj od typu poskodenia. Ak vzniknu zlomy v G1 faze pdsobenim
endonukleazy, opravuje ich preferenéne NHEJ. Ak vznikne zlom pésobenim
ionizujuceho ziarenia, va¢sinou je opravovany HR bez ohladu na Stadium bunkového
cyklu (Barlow a kol., 2008). Je zaujimavé, Ze ak su bunky vystavené ionizujicemu
v G1 faze, odsunu vacsinou opravu az do S/G2 fazy, ked majua k dispozicii
homologicky templét (Bernstein a Rothstein, 2009).

Vyuzivanie HR a NHEJ sa liSi aj podla toho, ¢i je DSB spdsobeny replikacénym
blokom alebo vznikol ndhodne v kondenzovanej chromatinovej Struktire vplyvom
ioniza¢ného Ziarenia. Nahodné DSB su u vySSich eukaryotov prevazne opravované
cez NHEJ hlavne kvéli tomu, Ze v G1 a G2 faze bunkového cyklu je tazké najst
homologické sekvencie vdaka kondenzacii chromozomov (Sonoda a kol., 2006).
NHEJ je rychly process, ktory v ludskych bunkach trva iba 30 minat, naopak cely
proces HR je pomaly a na uplné dokoncenie je potrebnych najmenej 7 hod. Pri
zistovani Uc€asti oboch procesov na oprave DSB bolo zistené, Ze pomer medzi
NHEJ-C (s €Cistymi koncami) NHEJ-I (s koncami vyZadujucimi Gpravu) a HR bol 6:3:1
(Mao a kol., 2008).

Oprava DSB v bunkach kvasiniek S. cerevisiae (obr. 2 A) zac¢ina vazbou na
konce DSB, ¢o sa deje nezavisle od seba dvoma komplexmi Ku70-Ku80 a MRX
komplexom, ktoré sa priamo viazu na DNA konce. Vztah a interakcie medzi tymito
komplexmi nie su zatial zname, ale predpoklad4 sa, Ze Ku komplex v prvom kroku
chrani konce pred nukleolytickou Upravou a naopak MRX komplex zacina resekciu
pouzitim endonukledzovej a exonukleazovej activity (Lisby a Rothstein, 2009).
Superenie o vazbu na DNA konce je dblezitym aspektom vyberu medzi HR a NHEJ.
KedzZe v kvasinkach je preferenénou opravou HR, oprava vacésinou pokracuje cez
MRX komplex, ktory spolu so Sae2 endonukleazou udrzia spolu oba konce zlomu.
Sae je doblezita pre rekombinacny proces, nielen v uprave konca DNA na 3
precnievajuci koniec, ale aj z hlfadiska regulacie v zavislosti od bunkového cyklu,
pretoZze obsahuje CDK fosforylaéné miesto a jej fosforyldcia je nevyhnutnd pre
spravnu resekciu koncov DNA (Huertas akol.,, 2008). Je mozné, Ze tato
endonukledaza zabezpecuje urditi rovnovahu medzi HR aNHEJ (Bernstein
a Rothstein, 2009). MRX komplex interaguje s Tell kindzou a navedie ju na DSB.
Tell kinaza fosforyluje histbn H2A, €o je chromatinova znacka pre poSkodend DNA
vo vacsSine eukaryotov (Rogakou a kol., 1998). Rozpoznanie DSB je vSak nezavislé
od fazy bunkového cyklu a inych faktorov, pretoze komplex nasada priamo na volné
DSB konce. Modifikacia chromatinu fosforylaciou histobnu H2A umoznuje vazbu Rad9
na histébn H3 metylovany na lyzine a naslednu vazbu a aktivaciu Rad53 (Lisby a kol.,
2004). Pokial nie je DSB opravované NHEJ, proces pokracuje resekciou 5 — 3’
konca, ¢o jednoznac¢ne predur¢i opravu HR. Tento proces uz bol opisovany v ingj
kapitole, takZze iba v skratke, je to dvojkrokovy proces, ktory zahffia mnozstvo
alternativnych nukledz ako Mrell, Sae2, Dna2 a Exol. Prva resekcia je iniciovana
Sae2 a MRX komplexom, ktoré su dblezité aj pre odstranenie sekundarnych Struktar
a réznych aduktov. Druhy krok je ovela vyraznejSia resekcia, ktoru zabezpecuje
Exol a Dna2 v spolupraci s Sgsl helikazou (Mimitou a Symington, 2008; Zhu a kol.,
2008; Lisby a Rothstein, 2009). Resekcia pokracuje disociaciou MRX, Sae2 a Tell
z DSB a naviazanie RPA, ktoré navedie na DSB dalSie komplexy vratane Mecl-
Ddc2, Rad24-RFC a Ddcl-Mec3-Radl7. Mecl a Tell fosforyluju podobné substraty,
vratane H2A histonu a pokrytie DNA. Ddcl aDdc2 je signadlom pre aktivaciu
kontrolného bodu (Bonilla a kol., 2008). Neskdér v S a G2 faze Ddcl-Mec3-Radl7
komplex a Cdc28 kinaza prispievaju ku stabilizacii DNA poskodenia, ¢o naznacuje
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kontrolu zavisla od fazy bunkového cyklu (Barlow a kol., 2008). V S a G2 faze sa cez
RPA naviaze na DSB Rad52 protein, ktory interaguje s Rad51 proteinom a navedie
ho spolu s Rad59 na miesto zlomu (Lisby a kol., 2004). Vyznamnu funkciu zohrava
Rdh54, homolég Rad54, ktory ma ulohu na zaciatku HR na rozdiel od Rad54, ktory
ma ulohu na konci procesu HR, ked pomaha disociovat Rad51 z DNA atak
umoznuje jeho cirkulaciu (Lisby a kol., 2004).

Oprava DSB v cicav¢ich bunkach (obr. 2 B) mé& niektoré procesy a proteinovée
komplexy podobné ako u kvasiniek, pretoZze mnohé z nich su z evolué¢ného hladiska
konzervované. Ma vSak aj niektoré vyznamné odliSnosti. Podobne ako v kvasinkach
MRN komplex a KU70-KU80 su naviazané na DSB nezavisle od seba aod
bunkového cyklu. Ku navedie na DSB DNA-PKcs kinazu do pozicie aby boli
pritiahnuté aj ostatné faktory NHEJ. Podstatny rozdiel je, Ze kvasinky potrebuju MRX
komplex aj pre HR aj pre NHEJ a nevlastnia homoldg ani ortolég DNA-PKcs kinazy.
V cicav¢ich bunkach je MRN komplex potrebny iba pre HR. Je mozné, Ze prave tato
kindza je CiastoCne zodpovedna za vysoku efektivhost NHEJ v cicav€ich bunkach
v porovnani s kvasinkami (review Lisby a Rothstein, 2009). Po¢as procesu HR MRN
navedie na DSB ATM kinazu, ktord fosforyluje podobne ako Tell histbn H2AX
a vytvori znaCku &-H2AX podobne ako Tell v kvasinkach. V cicav€ich bunkach sa
fosforylovany 6-H2AX viaze na hlavny regulator rekombinacnej reparacie MDC1,
ktory interaguje s ATM cez FHA doménu a takisto interaguje s NBS1 (Lou a kol.,
2006). MDC1 sa fosforyluje a tato modifikacia pomdZze naviazat E3 ubiquitin ligdzu
a RNF8 faktor. Navedenie MRN aATM na DSB, fosforylacia H2AX a takisto
pritiahnutie  MDC1 a RNF8 prebieha vefmi rychlo ako odpoved na DSB.
Ubiquitinované H2A a H2AX sa viazu na RAP8 v druhej vine navadzania komplexov
na DSB (Mailand a kol., 2007). Nasleduje interakcia s Abraxas a s BRCT doménou
BRCAL, ktory zase moZe interagovat s BACH1 helikazou a CtIP nukleazou. Tieto tri
proteiny zrejme satazia o vazbu s BRCT doménou BRCAL (Cantor a kol., 2001; Kim
a kol., 2007). Nasleduje séria modifikacii proteinov a histénov. V dalSom kroku su
upravené konce DSB, do tohto procesu je v cicav€ich bunkach zapojenych niekolko
nukleaz, ktoré k tomuto prispievaju a ¢asto mézu fungovat alternativne, su to Mrel,
Exol a CtIP. Mre a CtIP vytvoria komplex, ale vytvaraju lokusy nezavisle od BRCAL,
€o je podobné aj u kvasiniek, kde sa Mrell a Sae?2 takisto naviazu na DSB nezavisle
( Lisby a kol., 2004). V S. pombe je proces naviazania CtIP zavisly od Mrell (Limbo
a kol. 2007). Tretia vina proteinov je pri resekcii konca DNA, kedy dochadza ku
vymiznutiu faktorov NHEJ, av3ak MRN ostava vo vazbe s DSB. Dalsi postup je
podobny ostatnym organizmom, priamo na sSDNA sa naviaze RPA, ktory pritiahne
dalSie kinazy bunkového cyklu a a alternativne fungujaci Rad17-RFC. Vysledkom je
fosforylacia CHK2 a H2AX, €o su opat interakcie nevyhnutné pre aktivaciu
kontrolného bodu (Ward a Chen, 2001). Na zaCatie samotného procesu
rekombinacie je nevyhnutné navedenie rekombinazy Rad51 na miesto DSB. Tu je
dalSi rozdiel medzi kvasinkami a cicav€imi bunkami, pretoZe v kvasinkdch Rad52
protein pritiahne na miesto zlomu rekombindzu Rad51, u cicav€ich buniek je to
BRCA2 (Davies a kol., 2001; Tarsounas a kol., 2003), hoci Rad52 sa takisto
nachadza na mieste DSB. Nie je presne zname ako je BRCA2 navedené na miesto
DSB. Zndme je, Zze BRCA2 sa viaZze priamo na DNA a priamo interaguje s RPA
a okrem toho fokusy BRCA2 v komplexe s PALB2 su na tom istom mieste ako ako
fokusy BRCAL, ¢o znamena, Ze je to regulacne prepojené so zmenou chromatinu
(Xia a kol., 2006). Pri DSB vzniknutych ionizujacim Ziarenim je tu potrebny dalSi
protein a to chromatin remodelujlci tzv. motor protein Rad54 a pat Rad51 paraldgov,
ktoré tvoria dva rézne komplexy (Masson a kol. 2001). Pri kvasinkach existujuce
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paralogy Rad55 a Rad57 nie su potrebné na vytvorenie Rad51 fokusov (Lisby a kol.,
2004). Takisto vznikaju XRCC3 fokusy nezavisle na Rad51 fokusoch. Pocas S fazy
je Rad51 pritiahnuté na DNA nezavisle od BRCA2 azrejme sa pri prepojeni
replikacie a reparacie naviaze na DNA priamo cez RPA interakciu (Sleeth a kol.,
2007). Ludské homolégy Rad54A a Rad54B su oba pritiahnuté na DSB a interaguju
s WRN helikazou, ktora ma funkciu po NBS1. Je zujimaveé, Ze Rad52 fokusy sa tvoria
nezavisle od Rad51 fokusov, kde je zaroven BRCA2 a Rad51 paralégy. Zrejme je
pritiahnuté priamo interakciou s RPA, tato interakcia sa v ludskych bunkach
nedokazala na rozdiel od kvasiniek (review Lisby a Rothstein, 2009).

Obr. 2: Rekombinaéna draha opravy DSB v kvasinkadch Saccharomyces cerevisiae (A) a v cicavéich
bunkéach (B). (upravené podla Lisby a Rothstein, 2009)

Z predchadzajucich opisov mechanizmu opravy DSB v kvasinkach aj
v cicav€ich bunkach je sice jasna prepojenost HR a NHEJ v niektorych krokoch,
naznaky, ktoré gény mbézZzu spbsobovat rozdiely v acinnosti oboch typov
mechanizmov, prepojenost s bunkovym cyklom, regulacia vyberu mechanizmu na
opravu konkrétneho DSB v3ak stéle nie je jasna. Prispevok jednotlivych typov
proteinov sa pocas evollucie zmenil. Mutanty v RAD51, RAD52 a RAD54 génoch
v kvasinkach maju podobny fenotyp na rozdiel od stavovcov kde mutacia v RAD51
vedie k letalite, pricom v RAD52 a RAD54 napr. v mySiach nemé vyrazny vplyv na
fenotyp (Sonoda a kol., 2006). NHEJ opravuje v mysich bunkéch asi 60 % exogénne
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indukovanych DSB a az vtedy sa zacina exprimovat RAD51 a RAD54, v nedeliacich
bunkach sa vébec neexprimuje. V kvasinkach je prvy krok (naviazanie sa na konce
zlomu) délezity pri vybere rekombinacnej drahy, resekcia konca automaticky
navodzuje HR. Cicavcie bunky maju presne lokalizovanu fazu pre urcity typ opravy
a aj ked nie st znadme vSetky proteiny, ktoré by mohli regulovat tento proces, existuju
uz urcité naznaky interakcii CDK s niektorymi proteinmi HR a NHEJ. V G1 faze by
pre HR bol pristupny iba homologicky chromozém, ¢o by mohlo spésobit stratu
heterozygozity. V G2 faze vSak oba mechanizmy funguju suasne aj ked je
preferovana HR. Vysledky s deleénymi mutantami v oboch drahach ukéazali vySSiu
senzitivitu k ionizujacemu Ziareniu ako pri mutantovi iba z HR napriek tomu, ze
jednoduchy mutant v NHEJ nebol v G2 faze na Ziarenie citlivy (Sonoda a kol., 2006).
Vysledok naznacuje, Ze existuje aj v G2 faze cesta spat ku NHEJ oprave napriek
tomu, Ze podla doterajsich vysledkov bola NHEJ po tprave 3 koncov inhibovana. Co
teda spbsobi, Ze pri vzniku DSB pdjde oprava jednou alebo druhou cestou?
Naviazanie Ku komplexu na konce DSB je ovela rychlejSie ako naviazanie HR
faktorov a navySe mnozstvo Ku molekul je ovela vySSie ako molekul proteinov HR,
znamena to, Ze Ku musi byt nejakym spdsobom blokovany v bunke v tom ¢ase ked
ma prebiehat HR. Podla suc¢asnych vysledkov by to v fudskych bunkach mohol byt
Bcl2 protein, ¢o je proto-onkogén, ktory inhibuje opravu DSB cestou NHEJ tak, Ze
zabranuje vazbe Ku na DNA priamou deStrukciou Ku komplexu in vitro aj in vivo.
Zabranuje tak potencialne zvySenej instabilite gendmu (Wang a kol., 2008). To
neznamena, ze nadmerné fungovanie HR je pre bunku prospesné. Vysledky
s nadexpresiou Rad51 proteinu v bunkdch rbéznych organizmov ukazuju, Ze
v nadorovych bunkach dochadza k zvySenej HR, rezistencii na Ziarenie a latky
pouzivané v chemoterapii. Taktiez dochadza k zvySenej instabilite gendomu
nadmernou frekvenciou HR. Na druhej strane je to zaujimavé z hfadiska diagnostiky
a urCenia terapie rakoviny, pretoze niektoré nadory vykazuju vysSiu hladinu HR. V S.
pombe dochadza ku kolapsu bunkového cyklu, pri drozofile ma& nadexpresia
endogénnej rekombinazy podobny ucinok (Klein, 2008).

Posledné roky nastal obrovsky pokrok v pochopeni mechanizmu HR a NHEJ
aich regulacie a pouzivania vrdéznych organizmoch, ale aj vramci jedného
organizmu v r6znych fazach bunkového cyklu. Stale vSak ostavaju otvorené otazky
ohfadom regulacie rovnovahy medzi tymito dvoma drahami s perspektivou mozného
vyuZzitia v génovej terapii ale aj v lie€Cbe rakoviny.
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