


Zapis ze sch uze vyboru Genetické spole ¢€nosti Gregora Mendela, z.s., konané dne
9.5.2018vBrneé

Pritomni: Doskar, Knoll, Kotov4, Nesdvera, Relichova, Seda, Sevéovitova, Smarda,
Tomaska, Zeleny

Omluveni: Cellarova, Hola, Masek, Slaninova, ZadraZil
Program schuze:

1. Kontrola zapisu z minulé schize vyboru GSGM

2. Informace o €innosti spolku v obdobi od posledni schuze vyboru GSGM

3. Informace o pfipravé konference GSGM v Bratislavé

4. Informace o poctu pfihlaSek do soutéze GSGM a ustaveni odborné posuzovatelské
komise pro udéleni ceny

5. Priprava voleb vyboru GSGM a revizor( Gctl na nové funkéni obdobi

6. Informace o0 zménach v evidenci ¢lenské zakladny GSGM, projednani novych pfihlaSek
7. Zhodnoceni naplné posledniho €isla IL a pfiprava dalSiho vydani

8. Projednani moZnosti realizace smérnice EU o ochrané osobnich udaju

9. Rizné

ad 1)

Kontrola zapisu z posledni schiize vyboru GSGM konané dne 29. 11. 2017 v Brné
probéhla bez pfipominek a nebyly shledany zadné nespinéné / nerozpracované ukoly
vyplyvajici ze zapisu.

ad 2)

Pfedseda informoval o ¢innosti spolku v uplynulém obdobi, zminil odborné seminéare a
akce, které v uplynulém obdobi probéhly a kterych se néktefi ¢lenové spolku za&astnili.
VSichni ¢lenové GSGM jsou o akcich v pfedstihu informovani a zgjemci se mohou
GCastnit. Vybor i nadale doporucuje podporovat, popf. podle moznosti i spoluorganizovat
podobné aktivity a propagovat je mezi ¢leny spolku. Pfedseda dale informoval o seminéfi
.Mendel Day", ktery se uskute¢nil v Mendelianu 8. 3. 2018 ve spolupréci a za ucasti
zahrani¢nich partnerd. Pfedseda na Mendel Day predstavil ¢innost GSGM a byly
diskutovany moznosti spoluprace zejména s Gregor Mendel Gesellschaft v Rakousku.

ad 3)

Prof. Tomaska informoval o pfipravé genetické konference, ktera se uskute¢ni ve dnech
12. —14. 9. 2018 v Bratislavé. Program konference a veSkeré dalSi informace souvisejici
s jejim konanim jsou zvefejnéné na strankdch konference. Ke dni 9. 5. 2018 bylo
zaregistrovano vice nez 100 UcastnikGl a 8 firem, které se podileji na sponzorovani
konference. Pfitomni ¢lenové vyboru konstatovali, Ze konference je vyborné pfipravena a
organizacné zajisténa. Organizatofi konference jesté promysleji, jak nejvhodné&ji zorgani-
zovat soutéz o nejlepsi poster. Pfipadna upfesnéni budou zverejiovana prabézné. Sou-
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¢asti konference je slavnostni oznameni vysledkt a predani Ceny GSGM, ktera byla
vyhldSena a zvefejnéna v IL 2016 a podminky byly uvedeny na strankach GSGM. Cena
je tradicné sponzorovana firmou MGP Zlin. Detaily pfevodu financi z firmy MGP pro
vyherce budou upfesnény se zastupci organiza¢niho vyboru konference.

ad 4)

Pfedseda informoval o poctu pfihlasek, které vybor do uvedeného data obdrzel. Celkem
bylo dorugeno 7 prihlasek, které byly zafazeny do soutéze. Clenové vyboru diskutovali
kritéria pro hodnoceni soutéZnich praci. Byla navrZzena a schvélena tfi¢lenna komise:
Hola (pfedsedkyné komise), Tomaska, Knoll (¢lenové komise), ktera prace posoudi a pfi-
pravi kone¢né poradi soutéznich praci. Bylo konstatovano, Zze dokumenty k pfihlaSenym
soutéZnim pracim jsou velmi obsahlé a vybor souhlasil s navrhem dr. Zeleného, ktery
zajisti jejich rozeslani ¢lendm hodnotici komise. Pfedsedkyné komise upravi hodnotici
tabulku, jejiz zakladni parametry jiz pfedem pfipravil pfedseda vyboru, doplni Gdaje vSech
soutéznich praci (tj. jméno uchazece, pocet publikaci, prvni/korespondujici autor, soucet
IF, popf. dalSi) a poSle obéma dalSim ¢lenim komise k vilastnimu hodnoceni. Kazdy ¢len
komise poté samostatné zhodnoti soutézni prace a stanovi své poradi, z néhoz nakonec
komise spole¢né vytvori kone¢né poradi. Vybor GSGM néasledné rozhodne o udéleni
ceny. Vysledek bude vyherci oznamen v dostate€ném predstihu, aby si mohl pfipravit
plenarni prednasku, kterou pfednese na konferenci v Bratislavé.

ad 5)

Clenové vyboru diskutovali pfipravu voleb vyboru spolku a revizord Gétd pro pisti funkéni
obdobi. Tajemnice pfipravila a predlozila k projednani navrh formulara, které by byly
rozeslany vSem ¢lenim GSGM spolu s Informaénimi listy v prabéhu ¢ervence. Jednalo
by se o formular s vyzvou pro podani navrhu na kandidaty do vyboru a na revizory U¢t(,
dale by byla rozeslana pozvanka na valné shromazdéni s terminem, programem a
informacemi o volbach. Sou€asné tajemnice pfipravi a zajisti v sou€innosti s organizac-
nim vyborem konference GSGM vlastni volby.

ad 6)

Vybor GSGM obdrzel v uplynulém obdobi 12 novych piihlaSek (11 ze SR, 1 z CR), které
byly projednany a jednomysiné schvaleny. Novi ¢lenové spolku Mgr. Katarina Jurikova,
Mgr. Lucia Zeiselova, RNDr. Zuzana Jurackova, Mgr. Michaela Antalova, RNDr.
Katarina Nigutova, PhD., RNDr. Andrea Schreiberova, PhD., Mgr. Mariia Logoida, RNDr.
Jana Henzelyova, RNDr. Miroslava Bélintova, RNDr. Katarina Brundkova, PhD., RNDr.
Linda Petijov4, PhD. a ing. Jifi Korecky, Ph.D. budou informovéni o pfijeti a o pravech a
povinnostech ¢lend GSGM . Vybor dale schvdlil za novou ¢lenku GSGM Mgr. Markétu
Pernisovou, Ph.D., ktera poZadala o €lenstvi tésné pred zasedanim vyboru. Nova ¢lenka
GSGM bude o pfijeti rovnéz informovana mailem. Vyboru byla doru€ena Zadost prof. ing.
Milana Lstibldrka, Ph.D. o ukon¢eni &lenstvi v GSGM z divodu zna¢ného pracovniho
vytizeni. Radné &lenstvi na vlastni Zadost zaniklo 23. 1. 2018. Knoll a Kogova informovali
0 prubéZzné aktualizaci a vyhodach sdileného adresare ¢lend spolecnosti na webovém
GloZzisti Dropbox. Upozornili, Ze i v tomto pfipadé je nezbytné dbat na smérnici o ochrané
OU a neumoznit pfistup neopravn&nym uzivatelim.



ad 7)

Vybor zhodnotil posledni €islo IL a konstatoval tradi¢ni vysokou Uroven. Hlavni redaktor
prof. Smarda vyzval jednotlivé redaktory i ostatni &leny vyboru, aby zasilali vhodné
prispévky, které by mohly byt zvefejnény v pfipravovaném c¢isle IL. Nové Cislo bude zpra-
cované do konce ¢ervna a budou do néj vloZzeny formulare pro navrh kandidatd do nového
vyboru a kandidatd na revizory U¢tl a dale pozvanka na valné shromézdéni s informaci o
volbach (viz bod 5). Tak bude zajisténo, Ze vSichni ¢lenové GSGM dostanou s dostatec-
nym predstihem informace a nezbytné dokumenty k nadchazejicim volbam.

ad 8)

PFedseda informoval €leny vyboru o realizaci smérnice vyplyvajici z Obecného nafizeni o
ochrané osobnich uUdaju GDPR a o povinnostech, které z této smérnice vyplyvaji pro
spolky. Pfitomni ¢lenové vyboru se shodli, Ze jeSté ziskaji upfesiujici stanoviska pravniku
a zastupcu Rady védeckych spole¢nosti a na zakladé téchto jednani bude rozhodnuto o
pfipadnych dalSich krocich k zajiSténi ochrany osobnich udaju ¢lenu spolku. Prihlasky za
¢leny spolku, v nichZ je uvedeno pouze datum narozeni, pracovisté a kontaktni udaj jsou
uloZeny v uzamc&eném prostoru a Udaje v nich uvedené slouzi pouze pro komunikaci uvnitf
spolku.

ad 9)

PFitomni ¢lenoveé vyboru diskutovali mozné navrhy na udéleni ¢estného Clenstvi GSGM.
Navrhy podava a schvaluje valné shromazdéni GSGM a tento bod je zafazeny do
programu schuze valného shromazdéni u pfilezitosti konani Genetické konference (viz.
bod 5).

Zapsala: M. Ko¢ova



VYUCTOVANIi HOSPODARENI GSGM OD 1.1.2017 DO 31.12.2017 ZA €R

Zustatek k 31.12.2016 22701,54K ¢
z toho na uctu KB 21236,54
v pokladné 1465,00
PFijmy v roce 2017 13450,00K ¢
Clenské prispévky (13450 Kg):
z toho placené na Gcet KB 8700,00
placené hotové 4750,00
Vydaje v roce 2017 4220,00K €
poplatky bance za vedeni Uc¢tu a polozky 1875,00
drobné obcerstveni - schize vyboru 373,00
kancelarské potfeby 429,00
faktura za grafickou Upravu IL 1000,00
legalizace listin ve spojeni s ufednimi Ukony dle zakona 543,00
Zustatek k 31.12.2017 31931,54K ¢
z toho na uctu KB 27061,54
v pokladné 4870,00

Zpracoval: Ales Knoll

VYUCTOVANIi HOSPODARENI GSGM OD 1.1.2017 DO 31.12.2017 ZA SR

Zustatek k 31.12.2016 1060,20 EUR
z toho na Uctu Tatra banky 931,20
v pokladné 129,00
PFijmy v roce 2017 40,00 EUR
Clenské prispévky 40,00
Vydaje v roce 2017 73,91 EUR
poplatky bance za vedeni U¢tu a polozky 66,85
kancelarské potreby 7,06
Zustatek k 31.12.2017 1026,29 EUR
z toho na Uctu Tatra banky 889,35
v pokladné 136,94

Zpracovala: Miroslava Slaninova



Z Mendelovy korespondence

Anna Matalova

Centrum Mendelianum, Muzejni 1, 602 00 Brno

,Ve [evééen}'/ pane!

Prijméte miyj nejsrdecngj§l dik za semena Hieracii, kterd jsem v poradku obdrzel. Jsem
Vam za tuto pffételskou zésilku velmi zavazan a vysoce si také vazim Vasi laskavosti,
ktera mi dava vyhlidku na zasilku ELV)’/ch rostlin! Vynaloi(m viechnu namahu, abych

tvoril véechny mozné hybridni L{formy mezi vliiznymi dmhy, a pokud budou plo né,
Zﬁté[ bych sledovat i jejich potomky po nékolik generact. Jen Vs snazné prostm, abyste
V)’/dey'e za nékup a transport, stané_jako dalsi néklady, pﬁpsa[ na miij ucet.

S hlubokou [itostt jsem p?fijal zZpravu o trazu, kter)’/ Vas, vysoce vazeny pane,
potka[ 1. biezna a mam uprimnou radost z toho, Ze nestésti nemélo nej horst nés[edky.
V m}’/ch pomérech nastala v posledn( dobé zcela ne¢ekana hluboka zména, ma malié-
kost byla toti 30. biezna zvoEena za doZivotntho predstaveného rédové kapituly, jejimz
Jsem lenem. Z dosavadniho zcela skromného postaven( ucitele experimenté[n( ziky
jsem se naraz p‘?enes[ do sféry, kde mi tak mnohé plvf'qoadé cizi, a vy%édé sijeste néjakou
dobu a namahu, nez v tom zdomacntm. Snad mé to mezitim neodvede 00[J pokraéovémi
pokusii s kitZenim, které Jsem si tolik oblibil, dokonce doufém, ze jim budu moci
vénovat vice ¢asu a pozornosti, jen co se zapracuji do svého nového postaven.

Ros’diny na mé pokusné p[anté.%i p?fezimovaly celkem dobve a pomérné znatné
pokroéi[y ve svém v[)'fvcy i; vétsina Piloselloid a také ¢ast Archieracil uz ukazw'e kvétni
poupata. Za zdatilé mohu zatim uznat kitzence: H. auricula + H. piloseﬂa, H.
praealtum (Bauhini) + H. awrantiacum a snad také H. pilosella + H. auricula. Z
podzimnich semenackit predloriského kitZence H. praealtum + H. stoniflorum (Autor.)
Jich prezimovalo asi 100. Zatim se rostliny (ovem velmi malé) teprve tvoi{ a odénim
listit se od sebe nelit a shoduj ( se s materrskou rostlinou kitZence. S jistym napétim

oéekévémjejich dalsi VYV0j.

S ujisténim dokonalé ucty znamendm se
Vas nej oddanéjsi p]?’te[
Gregor Mende{

Brno 4. kvétna 1868 opat a prelat ¥adu sv. Tom4ge



Pfed 150 lety sdéloval Mendel ve svém patém dopisu profesoru Nagelimu do Mnichova,
Ze byl zvolen opatem. V této souvislosti vyjadfil nejistotu v tom, jak rychle si svou novou
funkci osvoji. Obaval se, aby ho opatsk& agenda neodvedla od jeho oblibenych pokusu s
rostlinami. Délal si nadéji, Ze po zvladnuti Ukoll ve svém novém postaveni, bude snad
moci pokustm vénovat vice ¢asu. O pét let pozdéji Nagelimu pfiznal, jak je neStastny, zZe
musi své rostliny tak moc zanedbavat. A tak to zGstalo az do konce jeho Zivota. Netusil,
Ze jeho opus magnum bylo sepsano uz v dobé jeho ,skromného postaveni ucitele fyziky*“.

V basni, kterou slozil C. Janetschek na po€est J. G. Mendela, se vzpominalo na jeho préaci
s rostlinami, které Mendel miloval (flores amavit). S prezentaci Mendelovych rostlin zapo-
¢alo Mendelianum jiZz pfed vice nez pulstoletim a v roce 2007 publikovalo jejich unikatni
soubor (ISBN 9788087028025). Aktualné Mendelianum nabizi seznameni s Mendelovymi
rostlinami formou vzdélavaci vystavy a prezentace zivych exemplaru na terase Mendelo-
vych rostlin sousedici s prostorami Mendelovy védecké (Hospodarské) spolecnosti v
muzejnim dvore v centru Brna pod Petrovem. Terasa vybizi také k posezeni, které si mo-
hou navstévnici zpfijemnit listovanim v bohaté ilustrované knize Mendelovy rostliny (ISBN
9788026309574) nebo interaktivnimi ukoly. Pfi zvlaStnich pfilezitostech a oslavach, napf.
Mendelova narozeni, je na terase podavano obcerstveni. Terasa je pfistupna jako sou-
Céast expozice Mendeliana od kvétna do zafi.

Mendelovy
rostliny

PhDr. Anna Matalova je nyni emeritni pracovnici Mendeliana Moravského
zemského muzea v Brné. V Mendelianu pusobi jiz od jeho zaloZeni, po roce
1989 az do odchodu do dichodu pracovala jako jeho vedouci. Je autorkou Fady
odbornych publikaci, ma klicovy podil na vytvofeni Centra Mendelianum a
pfedstaveni Mendelovy osobnosti nejenom ve védeckém kontextu, ale také v
ramci jeho dalSich aktivit ve vztahu k méstu Brnu a dalSim mistiim.




ZE SVETA GENETIKY

Ohlédnuti za mezinarodnim Mendelovym dnem 2018

Eva Matalova

Centrum Mendelianum, Moravské zemské muzeum, Zelny trh 6, 659 37 Brno

Mezinarodni Mendellv den se tradi¢né konal
8. bfezna, ve vyrocni den zavérecné casti
Mendelovy ,objevitelské prednasky” v roce
1865. Na jeho prfipravé opét participovali
odbornici z celého svéta. V Brné, epicentru
Mendelova dne, se letos sesli zastupci sedmi
zemi. Mistem setkani bylo Mendelianum,
které aktualné sidli v autentickych prostorech,
kde se schazela Mendelova védecka
spole¢nost a kde Mendel ziskal inspiraci pro
svUj vyzkum.

bfezna 2018, 13.00 o e
Mendelovs @ MENDELU

"B"':o. budova A, poslucharna A12 ’,.v\

e kg

CENTRUM
MENDELIANUM

Kontakt:
prof. Ing. Tom43 Urban, Ph.D.
urban@mendelu.cz

Doprovodnou prednasku prof. T. Nagaty z Tokia uvadél prof. T. Urban, ktery nabidl
hostovani této akci na Mendelové univerzité, partnerském pracovisti Mendeliana.
Tématem byla geneticka determinace pohlavi u jinanu/ginkga, stromu, jehoZ list je
symbolem Tokia, odkud prednasejici pfiletél. Brno se pysni jinanem, ktery roste na
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Mendelové namésti a podle odhadu stafi pamatuje Mendela.

Informa €ni listy GSGM, 2018, 51: 7-11



Mendeltv den nabidl program nejenom pro studenty, ale byl také setkanim expertd, letos
z CR, Rakouska, Némecka, Francie, Velké Britanie, USA a Japonska. Leto3ni MendelQv
den nabidl také platformu pro setkani predstaviteld Mendelovych spoleénosti v CR/SR,
Rakousku a Japonsku (Geneticka spole¢nost G. Mendela, Gregor Mendel Gesellschaft,
BAA U TILIGEEE). Diskutovaly se aktualni akce, nové poznatky a dal3i vyhledy
spoluprace na vyzkumu, rozvoji a propagaci Mendelova védeckého a kulturniho odkazu.
GSGM zastupoval jeji predseda, prof. Jifi Doskar.

K Mendelovu dni patfilo opét pfedani Mendelovy pamétni medaile udélované kazdoro¢né
Moravskym zemskym muzeem. Z rukou generalniho feditele MZM, dr. J. Mitacka a
vedouciho Mendeliana, dr. J. Sekeraka ji pfevzal prof. W. Wackernagel z Némecka.



Laureatovi Mendelovy pamétni medaile poblahopral také honorarni konzul Rakouska,
Mag. G. Stogl, ktery u pfilezitosti Mendelova dne 2018 prevzal zastitu nad aktivitami
propojujicimi Mendelovo Brno a Mendelovu Vidern.

V rdmci Mendelova dne si Uc¢astnici mohli prohlédnout expozice Mendeliana, ale take
aktualni vystavy. Jednou z nich byla Véda fotogenicka zapGjéena Akademii véd CR pro
MendelGv tyden. DalSi zajimavosti ke shlédnuti byl origindl Mendelova dopisu rodi¢im
vystaveny v sousednim Dietrichsteinském palaci MZM.

Prof. W. Wackernagel po obdrzeni Mendelovy pamétni medaile nabidl zajimavé
postiehy tykajici se védecké popularizace Zivota a dila J. G. Mendela formou pfednasky
v Historickém sale Mendeliana v zavéru Mendelova dne. Nasledujici den vedl prof.
Wackernagel seminar pro studenty na téma GMO Biosafety. Akce probéhla na padé
Veterinarni a farmaceutické univerzity, ktera patfi mezi instituce spolupracujici v ramci
Centra Mendelianum. Hosty byli dalSi zahrani¢ni U€astnici Mendel Day, mezi nimi také
prof. D. Fairbanks, dékan College of Science na univerzité v americkém Utahu.



g’

Semina¥: h |
GMO Biosafety

Wilfried Wackernagel, Prof. Dr. Dr. \
Carl von Ossietzky University Oldenburg

National Board of Biological Safety, Germany
Kondno u pfileZitosti mezindrodniho Mendelova dne 2018 LLLO

Prof. D. Fairbanks propojuje svym dilem nejen jednotlivé ro¢niky Mendel Day, ale také
védu s uménim a Evropu s Amerikou. Inspiraci ke svému mendelovskému dilu ziskal na
Jubilejnim Mendel Forum 2015 v Brné, bustu J. G. Mendela zacal tvofit na Mendel Day
2016 v USA, na Mendel Day 2017 predstavil svoje dilo formou vystavy a v roce 2018 se
vybér z jeho tvorby stal soucasti expozic Mendeliana.
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Mendellv tyden byl symbolicky uzavien 12. bfezna na svatek Iv?ehofe, kdy ,cap leti pfes
more a liny sedlak, ktery neofe”. Selsky synek Jan Mendel se stal Rehofem pravé pred
175 lety, kdy ho existen¢éni nouze nasmérovala do starobrnénského klastera. Od pfichodu

do Brna v roce 1843 pak Mendel v tomto mésté stravil témér Ctyficet let svého Zivota a
proslavil je po celém svéteé.

U prilezitosti 175. vyroci pfichodu Mendela do Brna nabizi
Mendelianum fadu novinek, mezi které patfi Mendelova

E - . - AN
= { @ stezka do kapsy, volné dostupné pro vSechny navstévniky.
ol = Ve 7 7 z v
‘%; oE, Pfijemné& prochazka po stopach Mendela uzaviela Mendel
cS =3 Day 2018 v Brné.
x o BE ;
w5 we
P Tésime se na setkani v Mendelianu/Mendeloveé Brné a také
a2 %’%,' na dalSi ro¢nik mezinarodniho Mendelova dne!
¢ ]
2 EE
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Prof. RNDr. Eva Matalova, Ph.D. (e-mail: matalova@iach.cz) je védeckou
pracovnici Ustavu Zivogisné fyziologie a genetiky Akademie véd CR, v.v.i.,
profesorkou na Fakulté veterinarniho lékafstvi VFU Brno a dlouholetou
spolupracovnici Mendeliana MZM Brno, kde je také odbornou garantkou

projektd Mendelianum — atraktivni svét genetiky a Mendelova interaktivni Skola
genetiky.
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Udelenie Ceny a Stipendia dr. Ludmily Sedlarovej-Ra  banovej za rok 2017 bolo
spojené s otvorenim Laboratoria nesucim jej meno.

Lubomir Tomaska

Katedra genetiky, Prirodovedecké fakulta Univerzity Komenského, Mlynska dolina B1,
842 15 Bratislava

18. 12. 2017 sa na Prirodovedeckej fakulte Univerzity Komenského (PriF UK) v Bratislave
uskutog&nil slavnostny ceremonial udelovania Stipendia a Ceny dr. Ludmily Sedlarovej-
Rabanovej za rok 2017. Ide o druhy ro¢nik udefovania Ceny sponzorovanej Ing. Viliamom
Sedlarom na pocest jeho manzelky, ktora sa zasluzila o rozvoj genetiky a evolu¢nej biolo-
gie na Slovensku v druhej polovici 50. rokov 20. storoc€ia. Ceremonial spolo¢ne organizo-
vali dekan PriF UK, doc. RNDr. Milan Trizna, PhD., a ob&ianske zdruzenie Natura.

Do findle sutaze o Cenu sa dostali Styria kandidati, z ktorych komisia vybrala
tohtoro¢ného laureata — doc. Dr. Petra Vdacného, PhD. z Katedry zoolégie PriF UK.
Laureat pocCas stale relativne kratkej vedeckej kariéry uz vyznamnou mierou svojimi ori-
ginalnymi vysledkami prispel do rozvoja oblasti, ktoré st mu najblizSie: morfologickej a
molekularnej fylogenézy dravych nalevnikov triedy Litostomatea a taxonomii a systema-
tike volne Zijucich, predovSetkym pddnych nalevnikov. Doc. Vdacny ziskal Cenu, spojenu
s finan€nou odmenou 2000 EUR, za spoluautorstvo série prac venovanych integrovanej
analyze fylogenézy vybranych skupin nalevnikov, pri ktorej vyuzil unikatnu kombinaciu
klasickych i modernych morfologickych, behavioralnych, fylogenetickych a bioinformatic-
kych pristupov. Na ich z&klade popisal viaceré evoluéné trendy tykajuce sa vzniku novych
druhov, ako aj ich vymierania. Vyznamny prinos doc. Vda¢ného k realizacii uvedenych
publikacii je ilustrovany tym, Ze je na nich prvym a/alebo koreSpondujacim autorom.
Okrem toho, na viacerych z nich s nim spolupracovali jeho Studenti (magistri i bakalari),
¢o ilustruje aj edukacny dosah jeho vyskumnych aktivit.

Vzhladom k tomu, Ze aj dalsi traja navrhovani kandidati dosiahli v roku 2017
originalne vysledky ilustrované velmi kvalitnymi publikaciami, dekan PriF UK sa rozhodol
udelit im éestné uznanie. Konkrétne, Mgr. Renata Svubovéa, PhD. z Katedry fyziologie
rastlin PriF UK bola ocenené za zasadny podiel na priprave monografie Embryoldgia
krytosemennych rastlin vysvetfujucej funkciu réznych génov pri tvorbe reprodukénych
organov, pri generativnom mnoZeni a pri vzniku a vyvine embrya s plnohodnotnym Struk-
turnym opisom. Mgr. Andrea Cillingova z Katedry biochémie PriF UK ziskala Cestné
uznanie za vynikajuce vedecké vysledky v oblasti Studia degradacie hydroxyderivatov
benzénu kvasiniek a za objav génov pre Specifické transportéry tychto zla€enin do kvasin-
kovej bunky. RNDr. Jan Radvanszky, PhD. z Ustavu klinického a translaéného vyskumu
Biomedicinskeho centra Slovenskej akadémie vied bol dekanom oceneny za vynikajlce
vedecké vysledky v oblasti Stadia molekularno-genetického zékladu Say-Barber-
Biesecker-Young-Simpsonovho a genitopatelarneho syndromu.

12



Cena LSR 2017: (zfava) prof. Jordan Kolarov (Katedra biochémie PriF UK; predseda Natura 0.z.),
doc Peter Vdacny (laureat Ceny za rok 2017, Katedra zoologie PriF UK), dr. Silvia Bagelova-
Polakova (laureatka Ceny za rok 2016, Centrum biologickych vied SAV), prof. Peter Moczo
(proektor Univerzity Komenského v Bratislave), Ing. Viliam Sedlar a doc. Milan Trizna (dekan PriF
UK).

Okrem Ceny bola tento rok prvy krat vyhlasena aj sttaz o Stipendium, ktoré ziskala
Ing. Silvia Schmidtova z Ustavu experimentalnej onkoldgie Biomedicinskeho centra SAV.
Financie vo vySke 1000 EUR vyuZije na trojmesacny pobyt na Department of Pathology,
Erasmus Medical Center v Rotterdame. V laboratériu prof. Looijenga bude charakteri-
zovat bunkové linie rezistentné voci cisplatine a nauci sa metodiku pripravy tzv. patient
derived tumor xenografts (PDTXs), tzn. nadorov, ktoré vznikli po aplikacii Casti primarneho
nadorového tkaniva z pacienta na imunodeficientni mys. Stipendium jej ak pomdze ziskat
cenné vysledky pre svoj vyskum, ako aj ziskat’ experimentalne zru¢nosti, ktoré bude méct
vyuzit' jej domovské labratorium.

Ceremonialu predchadzalo slavnostné otvorenie Laboratéria dr. Ludmily Sedlaro-
vej-Rabanovej, ktoré Ing. Sedlar podporil finanénou Ciastkou 20000 EUR. Laboratérium
sa nachadza v priestoroch Katedry genetiky PriF UK a bude miestom pre realizaciu
experimentov vyuzivajucich moderné molekularno-genetické metody.

Sponzorovanie vedeckého vyskumu a vzdelavania zo sukromnych zdrojov bez
oCakavania finanéného navratu je na Slovensku vynimocnym aktom. Rozhodnutie Ing.
Viliama Sedlara podporovat talentovanych a vynimoc¢nych slovenskych vedcov a vyskum
na univerzitnej pode si preto jednak zasluhuje obdiv a zaroven vzbudzuje nadej, Ze najde
aj nasledovnikov.
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Ing. Silvia Schmidtova

Prof. RNDr. Lubomir ToméasSka, DrSc . je vedoucim Katedry genetiky
Prirodovedecké fakulty UK v Bratislavé (http://fns.uniba.sk/kge/; (e-mail:
lubomir.tomaska@uniba.sk). Zabyva se molekularnou genetikou kvasinek. Spolu
prof. Jozefom Nosekom vedie spolo¢né laboratérium katedier biochémie a
genetiky PriF UK (http://www.biocenter.sk/welcomel.html).
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Evollcia dravych nalevnikov

Peter Vdacny

Katedra zooldgie, Prirodovedecké fakulta Univerzity Komenského, Mlynska dolina B1,
842 15 Bratislava

Cas je déleZitym faktorom v evolicii, umoZiujici vznik velkej rozmanitosti Zivych tvorov.
Aj napriek mikroskopickej velkosti sa v priebehu stoviek milionov rokov z nalevnikov stala
jedna z morfologicky najdiverzifikovanejSich skupin eukaryotickych jednobunkovcov.
Corliss (2000) uvadza priblizne 8000 druhov nalevnikov zndmych pre vedu, z ktorych ca.
200 pripada na fosilne taxdny, 2600 na endo- respektive ektosymbionty celej palety
Zivocichov a 5200 na volne Zzijuce druhy. Pomocou Statistickych modelov Foissner et al.
(2008) naznadili, Ze tieto pocty by mohli predstavovat len 11-17 % skuto&ného druhového
bohatstva nalevnikov dnesSnych Cias! Velka ¢ast’ nalevnikov teda stéle ¢aka na svoje obja-
venie, kym mnohé vyhynuli v priebehu geologickych epoch a pecat o ich Zivote mdzeme
ngjst len v skamenelindch (napr. Rehakova 2000). Na zéklade dostupného fosilneho
zaznamu v prvohornych vapencoch (Lipps et al. 2013), druhohornom jantari (Schénborn
et al. 1999), hostitefsko-Specifickych vztahov (Wright & Lynn 1997) a relaxovanych
Bayesianskych molekularnych hodin predpokladame, Ze posledny spolo¢ny predok
nalevnikov zil pred 1,9 az 2,2 miliardami rokov (Berney & Pawlowski 2006, Eme et al.
2014, Wright & Lynn 1997, Vdacny 2005). Tento Statisticky odhad zaloZeny predovSetkym
na géne kédujucom 18S rRNA molekulu, ktora je su¢astou malej podjednotky eukaryotic-
kého ribozému, robi nalevniky velmi starobylou evolu€nou liniou, a to aj vzhfadom na 4,6
miliardy dlha histériu Zeme. Je fascinujuce, Ze informéacia potrebné na desSifrovanie evo-
luénej minulosti a diverzifikacnej dynamiky nélevnikov je stéle ukrytd v sekvenciach ich
DNA, predovsetkym v génoch kédujdcich ribozomalne RNA molekuly a v prepisovanych
medzernikoch oddefujucich tieto gény.

Modelom pre vyskum evolucie, diverzifikatnej dynamiky a jej suvisu s fenotypom
sa v mojich Studiach stali dravé nalevniky triedy Litostomatea. Je to fascinujica skupina
mikroskopickych predatorov, ktoré svoju korist pravdepodobne lokalizuji pomocou Spe-
cialne modifikovanych bfv na dorzalnej strane bunky (tzv. dorzélnej kefky) a usmrcuju ju
pomocou toxicyst ukotvenych v bunkovych Ustockach (Foissner & Xu 2007, Vdacény &
Foissner 2012). RekonStrukcia evollcie litostomatnych nalevnikov je vyzvou kvoli kombi-
nécii dvoch typov problémov: rapidnej radiacii na jednej strane a postupnému vymieraniu
na strane druhej (Rajter & Vdacny 2016). Explozivna radiacia novych evoluénych linii
tychto mikroskopickych predatorov spésobila, Ze mame tazkosti pri hfadani zdiefanych
molekularnych znakov zakonzervovanych v sekvenciach ich DNA, ktoré by mohli podporit
ich pribuzenské vztahy. Vdaka vymieraniu v priebehu geologickych dob sa nam esSte
navyse nenavratne stratila aj Cast molekularnej informécie, ktora by mohla pomoct osvet-
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lit niektoré vztahy medzi Zijucimi liniami litostoméatnych nélevnikov. Aj napriek tejto
komplikovanej situacii sa mézeme vdaka fylogenetickym matematickym metédam a
Bayesianskej Statistike vybrat na cestu do historie a odhalit aspori ¢ast tajomstiev
evoldcie dravych nélevnikov.

Kritickym adajom pri Stadiu diverzifikacnej dynamiky je substitu¢na rychlost zvole-
ného molekularneho markera (Yang 2014). Vdaka tomu, Ze niektoré litostomatne
nalevniky sa sekundarne stali obligatnymi endosymbiontami r6znych skupin cicavcov,
ktorych dobry fosilny zaznam k dispozicii mame, odhadol som substituénu rychlost’ 18S
rRNA génu litostomatnych nalevnikov v priemere na 1,75 x 104, s 95%-nym kredibilitnym
intervalom 1,18 x 10~ aZ 2,36 x 10~ substitucii na poziciu za jeden milién rokov (Vdacny
2015). Na zaklade tejto skuto€nosti a dostupnych kalibraénych bodov sa mi podarilo
pomocou relaxovanych Bayesianskych hodin vypocitat, Ze korunna divergencia
litostomatnych nalevnikov prebehla v kryogéne pred ca. 680 milionmi rokov, kedy sa
rozdelili na liniu Rhynchostomatia s ventralne lokalizovanymi bunkovymi astockami na
baze chobotovitého vybezku a na liniu Haptoria s apikalne lokalizovanymi ustoCkami a
bez chobotovitého vybezku. Linia Rhynchostomatia zostala takmer 265 milibnov rokov od
jej vzniku konzervativna, kym zacala dalej divergovat. Naproti tomu linia Haptoria sa roz-
r6znila na niekolko nezavislych vetiev explozivnou radiaciou v priebehu niekolkych desia-
tok milionov rokov (Vdacény 2015). Toto fundamentalne rozdelenie na Rhynchostomatia a
Haptoria je vefmi dobre podporené nielen polohou bunkovych Ustociek a pritomnostou /
nepritomnostou chobotovitého vybezku (Vdacény et al. 2010, 2011), ale aj sekundarnou
Struktdrou 1TS2 molekuly (Rajter & Vdacny 2017, Vdacny et al. 2012; Obr. 1). ITS2 je
transkribovany medzernik lokalizovany medzi génmi kédujucimi 5,85 a 28S rRNA
molekuly, ktoré su na rozdiel od 18S rRNA molekuly sucastou veflkej podjednotky
eukaryotického ribozému. Sekundarna Struktdra ITS2 molekuly je délezita pri maturac-
nych procesoch 5,8S a 28S rRNA molekul a preto je v priebehu evollcie zna¢ne kon-
zervovana (napr. Coté et al. 2002, Ferreira-Cerca 2008, Schultz et al. 2005, Wolf et al.
2005). Podarilo sa nam zistit, Ze helixy 1l a lll v ITS2 molekule su dlhSie o jeden bazovy
par pri zastupcoch podtriedy Rhynchostomatia, kym terminalne slu¢ky oboch helixov su
dihSie o jeden respektive dva nukleotid/-y pri zastupcoch podtriedy Haptoria (Rajter &
Vdacny 2017; Obr. 1). ITS2 molekula tiez pekne odradza vzajomné vztahy v ramci pod-
triedy Haptoria, ktord v naSich analyzach bola zastupena tromi liniami na taxonomicke;j
arovni radu — Haptorida, Pleurostomatida a Spathidiida. Rad Spathidiida sa v rdmci
podtriedy Haptoria odStiepil ako prvy pred priblizne 655 miliénmi rokov. Rady Haptorida a
Pleurostomatida boli klasifikované v molekularnych analyzach ako sesterské skupiny,
ktoré zdielali spolo&ného predka pred ca. 635 milionmi rokov (Vdaény 2015). Vo variabil-
nej Casti helixu 1l ITS2 molekuly nachadzame pri zastupcoch radu Spathidiida motiv 5’-
GA-3' vs. 5-UC-3’, kym pri zastupcoch radov Haptorida a Pleurostomatida tu naopak
nachadzame variant 5’-AG-3’ vs. 5’-CU-3’ (Obr. 1). Sestersky vztah haptoridov a pleuro-
stomatidov okrem tejto spolo¢nej molekularnej signatiry podporuju aj viaceré zdielané
morfologické znaky. Rady bfv haptoridov a pleurostomatidov su usporiadané meridio-
nalne v oblasti bunkovych UstoCiek a ich dorzélna kefka pozostava z menej nez troch
radov sploStenych a skratenych bfv. Naproti tomu spathidiidy maju rady bfv zahnuté sme-
rom k bunkovym uUstoCkdm a typicky maju trojradovu dorzalnu kefku (Rajter & Vdacny
2017; Obr. 1).
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Obr. 1. Fylogenetické vztahy Styroch hlavnych linii dravych nalevnikov triedy Litostomatea na
zaklade morfolégie a sekundarnej Struktlry ITS2 molekuly (podla Rajter & Vdacny 2017).
Podtrieda Rhynchostomatia ma bunkové Ustocka umiestnené na baze chobotovitého vybezku,
kym podtrieda Haptoria ich ma umiestnené na apikalnom péle bunky. Helixy Il a lll v ITS2 molekule
su dlhsie o jeden bézovy par pri zastupcoch podtriedy Rhynchostomatia, kym terminélne slucky
oboch helixov su dlhSie o jeden respektive dva nukleotid/-y pri zastupcoch podtriedy Haptoria.
Rad Spathidiida sa v ramci podtriedy Haptoria odsStiepil ako prvy a rady Haptorida a Pleurosto-
matida predstavuju sesterské skupiny. Vo variabilnej ¢asti helixu 1l ITS2 molekuly nhachadzame
pri zastupcoch radu Spathidiida motiv 5’-GA-3’ vs. 5’-UC-3’, kym pri zastupcoch radov Haptorida
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a Pleurostomatida tu naopak nachadzame variant 5'-AG-3’ vs. 5’-CU-3'. Rady bfv haptoridov a
pleurostomatidov s usporiadané meridionalne v oblasti bunkovych Ustociek a ich dorzélna kefka
pozostava z menej nez troch radov. Naproti tomu spathidiidy maja rady bfv zahnuté smerom k
bunkovym Gstoékam a typicky maju trojradovi dorzélnu kefku. BU — bunkové Gstocka, DK —
dorzalna kefka, CH — chobotovity vybeZok, RB — rady bfv.

Co sa tyka podtriedy Rhynchostomatia, jej dve hlavné skupiny sa znaéne liSia v
pocte druhov. Rad Tracheliida obsahuje iba dva zname druhy, kym rad Dileptida zahffia
az 64 taxénov skupiny druhu (Vdacny & Foissner 2012). Komparativne analyzy naznacili,
Ze v morfologii rhynchostoméatnych nalevnikov je zakonzervovanych viacero starobylych
pleziomorfnych ¢&ft, pricom morfolégia tracheliidov sa najviac podoba na rekonstrukciu
ancestralnej morfologie posledného spoloéného predka triedy Litostomatea (Vdacny &
Rajter 2015, Vdacny et al. 2010, 2011, 2012, 2017). Tracheliidy maju takmer sféricke telo
s nepohyblivym chobotovitym vybezkom a ich dorzélna kefka nie je schodovito usporiada-
na. Na druhej strane posledny spolo¢ny predok dileptidov mal velmi pravdepodobne
cylindrické telo s pohyblivym chobotovitym vybezkom a schodoviti dorzalnu kefku. Na
zaklade Bayesianskej analyzy BiSSE (Binary State Speciation and Extinction model) by
mohli byt prave tieto odvodené apomorfné znaky dileptidov zodpovedné za kladogenicky
uspech radu Dileptida. Na druhej strane druhovo chudobné tracheliidy pravdepodobne
ostali uvaznené v ,pleziomorfnej pasci“ ich vefmi starobylej morfologie (Vdacny et al.
2017).

Pomocou analyzy kvantitativnych morfologickych charakteristik QuaSSE (Quanti-
tative State Speciation and Extinction model) sme zasa zistili, Ze diverzifikacia v ramci
podtriedy Rhynchostomatia linearne narasta so zvaésujlcou sa dizkou tela a s narastaju-
cou relativnou dizkou chobotovitého vybezku (Vdaény et al. 2017). Tymto rhynchostomati
vyhovuju Copeho pravidlu zaloZenom na fosilnom zdzname Zivo€ichov, ktoré hovori, Ze
velkost tela narasta v priebehu evollcie, t.j. potomkovia maju tendenciu byt vac¢si ako ich
predkovia (Alroy 1988, Jablonski 1997). V skutku rhynchostomatne nalevniky nadobudaju
vadsiu velkost tela v porovnani s ostatnymi litostomatnymi nalevnikmi. Priemerna dizka
ich tela variruje od 150 do 500 pm s maximom az 1500 pm (Vdacny & Foissner 2012)!
Na druhej strane spathidiidy nadobudaju hodnoty od 60 do 150 pm s maximom 400 um
(Foissner & Xu 2007) a pleurostomatidy su vacsinou vo velkostnej Skale od 50 do 200 um
s maximom 700 pum (Foissner et al. 1995). Hoci spathidiidy a pleurostomatidy st menSie
nez rhynchostomati, predstavuju niekolko nasobne druhovo bohatSie linie. Z toho méze-
me usudit, ze diverzifikacia v ramci triedy Litostomatea vykazuje rozdielnosti v jednotli-
vych evoluénych liniach. Tento jav sa nazyva kladdovo-Specificka diverzifikacia a bola tiez
rozoznana napr. pri primatoch (FitzJohn 2010). Ak zoberieme do uvahy diverzitu a
velkostnu Skalu hlavnych litostomatnych linii, méZeme predpokladat, Ze vacSia velkost
tela naozaj ,poméaha“ diverzifikacii rhynchostomatov, avSak velmi pravdepodobne pro-
strednictvom znizovania rizika ich vymretia.

Nalevniky svojou komplexnou morfologickou architektarou bunky, vysokym druho-
vym bohatstvom a osidlenim rozmanitych ekologickych nik poskytuju idealnu modelovu
skupinu na vyskum diverzifikacnej dynamiky eukaryotickych mikroorganizmov v priebehu
dihych geologickych dob. A prave harmonické prepojenie Udajov o ich aktualnej morfolo-
gii, ekoldgii a druhovom spektre s molekularnymi fylogenetickymi technikami nam méze
pomact lepSie pochopit’ formovanie vzorov biodiverzity, ktoré pozorujeme v dneSnom
case.
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Autofagie

Adéla Kabelova
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Autofagie je evoluéné vysoce konzervovany katabolicky proces, jehoz funkci je lysozo-
malni degradace a recyklace bunééného materidlu za u¢elem udrzeni bunééné homeo-
staze. Autofagie ma dulezZitou ulohu nejen za fyziologickych podminek, kdy se podili na
degradaci nepotfebnych ¢&i poSkozenych proteinl a organel, ale i za podminek patolo-
gickych, jako odpovéd na rGzné formy bunécného stresu. Spravna regulace a prubéh
autofagie je nezbytnou soucasti zdravé proliferujici buriky a jeji deregulace mize byt
spojena s rozvojem fady onemocnéni, v€etné onemocnéni nadorovych (shrnuto v
Codogno and Meijer 2005).

U eukaryot rozliSujeme tfi zakladni typy autofagie - makroautofagii, mikroautofagii
a autofagii zprostfedkovanou chaperony. V procesu makroautofagie jsou nepotiebné
proteiny a organely obaleny membranou za vzniku autofagozomu, ktery posléze fazuje s
lysozomy. BEéhem mikroautofagie se do lysozomu dostavaji pouze mensi ¢asti cytoplasmy
a inkluze a to pfimou invaginaci lysozomalni membrany. Pfi autofagii zprostfedkované
chaperony jsou specificky degradovany proteiny nesouci konzervovany pentapeptidovy
motiv, které jsou pomoci chaperonl transportovany do lumen lysozomu (shrnuto v Glick
et al. 2010). V ramci tohoto ¢lanku se dale budu zabyvat pouze procesem makroautofagie
(dale jen autofagie) v sav€ich bunkéach.

Prabéh a molekularni mechanismy autofagie

Podle morfologickych charakteristik a za€astnénych proteinu Ize prubéh autofagie rozdélit
do nékolika fazi. Na pocCatku, béhem iniciacni faze, dochazi ke vzniku malé izolované
membranové struktury - fagoforu. Ten se nasledné prodluzuje ve fazi elongace, obklopuje
buné&ny material ur€eny k degradaci a uzavira se za vzniku autofagozomu. Ve fazi
maturacni splyva vznikly autofagozom s lysozomem, kde je bunéény material v procesu
degradace rozloZzen a jednotlivé monomerni podjednotky jsou transportovany zpét do
cytoplasmy (Obr. 1) (shrnuto v Glick et al. 2010).

Ackoliv byly morfologické znaky autofagie popsany nejdfive u savcich bunék, jeji
vyzkum na molekularni arovni byl umoznén az objevenim rodiny genu ATG (Autophagy-
related genes) u kvasinek. ATG rodina ¢&ita v dneSni dobé minimalné tficet rdznych
proteind a pro spravnou biogenezi autofagozomu je nezbytné nutnd pritomnost pfiblizné
poloviny z nich (shrnuto v Simonsen and Tooze 2009).

Iniciani f&ze autofagie

Autofagie je v urCité bazalni mife aktivovana témér v kazdé burice, kde se primarné podili
na udrzeni stalého vnitfniho prostfedi. K jeji indukci vS8ak maze dojit i vliivem nejriiznéjSich
extracelularnich (nedostatek zivin, hypoxie, bakterialni a virové infekce) a intracelularnich
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(nedostatek ATP, akumulace poSkozenych €i nepotfebnych proteind) signéld. Hlavnim
regulaénim proteinem, ktery integruje fadu bunécnych signali a na jejich zékladé
rozhoduje o spusténi autofagické drahy, je protein mTOR (shrnuto v Yang and Klionsky
2010).

Proteiny

Lysozom Q \
Autofagozom Autolysozom

Fagofor
<_/ o -
Iniciace Elongace Maturace Degradace

Obr. 1: Faze autofagie (pfevzato a upraveno z http://www.melissaecory.com/)

Protein mTOR a jeho kompexy

Protein mTOR (mammalian target of rapamycin) je serin/threonin kinaza, ktera za
normalnich podminek aktivné funguje v signalnich drahach, které pasobi proliferacné a
soucasné inhibuji autofagii. Antiproliferacni signaly, jako je napfiklad nedostatek Zivin,
vedou naopak k inhibici proteinu mTOR, kter& vyusti v aktivaci autofagické signalni drahy.
Molekularni podstatou téchto dé&ju je tvorba dvou rozdilnych multiproteinovych komplexu
oznacovanych jako mMTORC1 a mTORC2 (mTOR complex 1/2), které se jednak liSi
zucastnénymi proteiny, ale i odliSnou senzitivitou k bakterialnimu produktu rapamycinu
(shrnuto v Wullschleger et al. 2006).

Proteiny spole¢né pro oba zminéné komplexy jsou mTOR, MLST8 a Deptor (DEP
domain-containing mTOR-interacting protein). Komplex mTORC1 je déle tvofen proteiny
Raptor (Regulatory-associated protein of mTOR) a PRAS40, zatimco komplex mTORC2
obsahuje protein Rictor (Rapamycin-insensitive companion of mTOR), mSinl (mamma-
lian stress-activated MAP kinase-interacting protein 1) a Protor (Obr. 2). Na iniciaci
autofagie se jako jeji negativni regulator podili komplex mTORC1, zatimco mTORC2 se
regulace autofagie neucastni (shrnuto v Jung et al. 2010).

mTORCA1 mTORC2

T37 T46 S65T70 \
7389 @) ®EE® $473 @
e ord

Obr. 2: Komplexy mTORC1 a mTORC2. Oba komplexy obsahuji spole¢né proteiny mTOR, Deptor
a MLST8. Komplex mTORC1 obsahuje dale proteiny Raptor a PRAS40, zatimco komplex
mMTORC2 obsahuje proteiny Protor, Sinl a Rictor. Mezi substraty mTORCL1 patfi kindza S6K a

22



protein 4E-BP1, které pozitivné reguluji proces translace a bunécné proliferace. Hlavnim
substrdtem mTORC?2 je kindza Akt, kterd se podili na regulaci bunécné proliferace, migrace a
organizaci aktinového cytoskeletu (pfevzato a upraveno z Tchevkina & Komelkov 2012).

Komplex mTORC1 funguje jako senzor celé fady extra a intracelularnich signald,
které integruje a prostfednictvim aktivace dalSich signalnich komponent, napfiklad kinazy
S6K a proteinu 4E-BP1, pozitivné reguluje proteosyntézu, bunéénou proliferaci a inhibuje
proces autofagie. Komplex mTORC?2 je senzitivni k ristovym faktordm a prostfednictvim
aktivace Akt kindzy se uc€astni regulace bunééné proliferace, migrace, bunééného meta-
bolismu a organizace aktinového cytoskeletu (viz Obr. 2) (shrnuto v Tchevkina &
Komelkov 2012)

Substratem aktivniho komplexu mTORCL1 je také komplex autofagického proteinu
ATG13 a serin/treonin kindzy ULK (unc-51-like kinase). Fosforylace ULK kindzou mTOR
brani jeji aktivaci, €¢imz se inhibuje iniciace autofagie. Inhibice mMTORC1 se naopak projevi
defosforylaci téchto proteini a aktivaci ULK, ktera fosforyluje sama sebe a proteiny
ATG13 a FIP200 (200 kDa focal adhesion kinase family interacting protein). Ty spole¢né
vytvafi komplex, ktery je lokalizovan v oblasti vznikajiciho fagoforu (Jung et al. 2009).
Soucasti komplexu ATG13:ULK:FIP200 je dale protein ATG101, jehoz funkce spociva ve
stabilizaci genové exprese proteinu ATG13 a jeho ochrané pied proteazomalni degradaci
(Mercer et al. 2009). Inaktivace komplexu mMTORC1 umozni kromé tvorby vySe uvede-
ného komplexu téz transkripci dalSich ATG genu, které se Uc€astni pozdéjSich fazi auto-
fagické kaskady.

Tvorba autofagozomalni membrany

Bezprostfedné po iniciaci autofagické signalni drahy dochézi v cytosolu ke vzniku dvoj-
vrstvé izolované membrany - fagoforu, ktery se nasledné prodluzuje a obklopuje bunécny
material uréeny pro degradaci. Puvod membrany fagoforu je zatim nejasny, pravdépodob-
né vSak nevznika de novo a zdrojem membranovych lipidu jsou spiSe nékteré bunécné
membranové struktury. Podle studie Axe a kol. 2008 pochazi membranove lipidy fagoforu
ze specifické oblasti ER, tzv. omegazomu, ktera je zvlasté bohata na fosfatidylinositol-3
fosfat (P13P), jehoZ zvySené mnoZstvi bylo detekovano i v membrané fagoforu. Jiné studie
oznacuji jako pavodce této membrany mitochondrie (Cook et al. 2014), Golgiho aparat
(Yen et al. 2010) ¢&i cytoplasmatickou membranu (Ravikumar et al. 2010).

Proces nukleace iniciani membrany fagoforu zavisi na aktivité multiproteinového
komplexu fosfatidylinositol-3 kinazy Il tfidy (PI3SKC3), ktery je tvofen proteinem PI3KC3
(Vps34), regulaénimi kinazami p150 a Vpsl5, proteiny UVRAG (Ultraviolet irradiation
resistant-associated gene), Ambral (Activating molecule in Beclin-1 regulated autopha-
gy), Barkor a Beclin-1. Tento komplex se nachazi na vznikajici membrané fagoforu a jeho
funkci je translokace dalSich ATG proteinu do této oblasti a tvorba PI3P nutného pro
elongaci membrany (Itakura et al. 2008; Sun et al. 2008).

Aktivita komplexu PI3KC3 je striktné regulovana fadou proteinu, které se také velice ¢asto
Ucastni regulace iniciace apoptdzy. Antiapoptoticky protein Bcl-2 je za normalnich
podminek asociovan s BH doménou proteinu Beclin-1, ¢imz znemozhuje aktivaci vyse
uvedeného komplexu. Za stresovych podminek dochéazi k aktivaci kinazy ROCK1 (Rho
associated, coiled-coil containing protein kinase 1), které vaze protein Beclin-1, fosforyluje
jej na Thrl19, ¢imz umozni disociaci proteinu Bcl-2 a aktivaci komplexu PI3KC3 (Obr. 3)
(Gurkar et al. 2013). Jinym dulezitym regulaénim prvkem je protein Rubicon, ktery téz

23



vaze protein Beclin-1 a inhibuje aktivaci PI3KC3 komplexu tim, Ze brani jeho asociaci s
dalSim ¢lenem komplexu - proteinem Barkor (Itakura et al. 2008).

Zatim vSak neni zcela jasné, jakym zplsobem jsou béhem iniciace autofagie
propojeny komplexy ATG13:ULK:FIP200 a PISKC3. Tyto komplexy se pravdépodobné
mohou vzajemné regulovat, s cilem koordinovat iniciaci autofagie. Mohou vSak také
fungovat jako receptory rliznych autofagickych signalt v paralelnich signalnich drahach
(Jung et al., 2010).

A.Normalni podminky B. Nedostatek Zivin
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Obr. 3: Aktivace komplexu fosfatidylinositol 3-kinazy tfidy Il (PI3KC3). Za normalnich podminek
je kinaza ROCK1 inaktivni a komplex PI3KC3 tvoreny proteiny Vsp34, UVRAG, Ambral a Beclin-
1 je inhibovan asociaci s proteinem Bcl-2. Bunécny stres aktivuje ROCK1, kter4 asociuje s
proteinem Beclin-1 a fosforyluje ho, ¢&imz dojde k disociaci proteinu Bcl-2 a aktivaci komplexu. Pro
zjednoduseni jsou v obrazku uvedeny pouze vybrané proteiny tvofici tento komplex (pfevzato a
upraveno podle Gurkar et al. 2013).

Elongaéni faze autofagie a vznik autofagozomu

V prodluzujici se membrané fagoforu dochazi ke strmému narustu hladiny PI3P, jakozZto
hlavni lipidické sloZky. Dulezitym proteinem u savcl v tomto procesu je protein WIPI1,
ktery vaze PI3P, a funguje jako molekularni leSeni pro stavbu a elongaci membrany
autofagozomu (Proikas-Cezanne et al. 2004). DalSi protein ATG9 pfinasi do prodluZujici
se membrany lipidy. Protein ATG9 a take dalSi protein VMP1 (vacuole membrane protein
1) translokuji na vznikajici membranu autofagozomu dalSi efektorové proteiny véetné
komplexu PI3KC3 (Reggiori et al. 2004; Ropolo et al. 2007)

V elongaci autofagosomalni membrany hraji dilezitou Ulohu dva konjugacni
systémy ATG12:ATG5-ATG16L1 a lipidovana forma proteinu LC3, které funguji obdobné
jako proces ubiquitinace (Obr. 4). Konjugace proteinu ATG12 k ATG5 probih&a zahy po
jejich syntéze a vyzaduje ATG7, ktery aktivuje ATG12, a preda jej na ATG10. Cinnosti
ATG10 pak vznika konjugat ATG12:ATG5, ktery dale nekovalentné asociuje s proteinem
ATG16L1 za tvorby oligomernich komplexu (Yang and Klionsky 2009). Vznikly komplex
ATG12:ATG5-ATG16L1 pak asociuje s proteinem LC3 a ucastni se aktivné druhého
konjugacniho systému pfi vzniku lipidovaného LC3.

V druhém konjugaénim systému je nejprve protein LC3 Stépen protedzou ATG4,
ktera na jeho C-konci zanecha zbytek aminokyseliny glycinu. Timto koncem je pak aktivo-
vany LC3, oznacovany jako LC3-I pfipojen na ATG7, ktery jej nasledné prenese na ATG3
(Yang and Klionsky 2009). Komplex vznikly v prvnim konjugaénim systému ATG12: ATG5
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-ATG16L1 pak pfenese LC3-l1 z ATG3 na polarni ¢ast fosfatidyletanolaminu, lipidu v auto-
fagozomalni membrané. Lipidovana forma proteinu LC3, oznaCovana jako LC3-Il se
vyskytuje striktné pouze v membrané autofagozomu a to v obou vrstvach, zatimco nekon-
jugované formy LC3 a LC3-I jsou lokalizovany volné v cytosolu (Hanada et al. 2007).
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Obr. 4: Konjugacni systémy LC3 a ATG12. Konjugace proteinu LC3 na fofatidylethanolamin (PE)
probih& ve tfech krocich (viz Obr. 4a). Nejprve je cytosolicky LC3 Stépen protedzou Atg4 za vzniku
LC3-l, ktery je pfipojen na ATG7. Nasledné je LC3-l pfenesen na ATG3 a posléze komplexem
Atgl2:Atg5-Atgl6L1 konjugovan na PE. Konjugace proteinu ATG12 na ATG5 (viz Obr. 4b)
probiha nejprve aktivaci ATG12 pomoci ATG7 a naslednou konjugaci k proteinu ATG5 pomoci
ATG10. Vznikly komplex Atg12:Atg5-Atgl6L1 funguje jako E3-ligaza pfi konjugaci LC3-I na PE
(Nakatogawa et al. 2009).

Po zformovani Uplného autofagozomu, ktery jiz obklopuje bunécny material urCeny
k degradaci, opousti komplex Atg12:Atg5-Atgl6L1 membranu a lipidovana forma proteinu
LC3 je z cytosolické strany autofagosomalni membrany odstépena a recyklovana (Fujita
et al. 2008). Zmény hladiny forem proteinu LC3, tj. volného LC3-I a konjugovaného LC3-
I, jsou Casto vyuzivany jako ukazatel bunééné miry autofagie.

Maturaéni faze a degradace bunécnych komponent
Poslednim krokem procesu autofagie je maturace autofagozomu, ktera spociva v zabudo-
vani cholestorolu do autofagozomalni membrany, sniZzeni pH v lumen autofagozomu a
jeho nasledné fazi s lysozomem za vzniku degradacni organely - autolysozomu (autofago-
lysozomu).

Maturace autofagozomu je mimo jiné zévislé na proteinu Beclin-1 a jeho interak-

.......

komplex Beclin-1:PI3KC3: Rublcon brani dozravani autofagozomu, komplex Beclin-
1:PI3KC3:UVRAG dozravani autofagozomu urychluje a napomaha téz pohybu vesikult
(Zhong et al. 2009).

Vyhledani a asociaci cilovych membran, pfipadné jejich nasledné fazi, napomahaji
monomerni G-proteiny z rodiny Rab, zvlasté Rab7 (Jager et al. 2004). Samotna fuze
cilovych membréan je zprostfedkovana proteiny z rodiny SNARE, které jsou lokalizovany
v obou fuzujicich membranach a proteiny DRAM, které se nachazeji pouze v membrané
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lysozomu. Bunécny material spolu s autofagosomalni membranou je nasledné degrado-
van lysozomalnimi hydroldzami za vzniku monomeru - aminokyselin, mastnych kyselin a
nukleotidd, které jsou pomoci membranovych prfenaSecu exportovany zpét do cytosolu.
Zvyseni hladiny Zivin v cytosolu ma pozitivni vliv na komplex mTORC1, ktery nasledné
zpétneé inhibuje proces autofagie (shrnuto v Mehrpour et al. 2010).

Uloha mikrotubul @ v procesu autofagie

DuleZitou ulohu v procesu autofagie maji také mikrotubuly, které se jednak Ucastni poca-
teCni faze autofagie pfi vzniku autofagozomu, tak i nasledné ve fazi maturacni, kdy zajis-
tuji transport autofagozomu cytoplasmou a napomahaji tak jejich fuzi s lysozomy. Dle
studie Kochl a kol. 2006) se vSak mikrotubuly u€astni primarné autofagie indukované
bunéCnym stresem a jejich Uloha v autofagii za fyziologickych podminek je diskutabilni.

Uloha mikrotubul( v iniciaéni a elongaéni fazi autofagie

Uloha mikrotubult ve vzniku autofagozomu spogéiva jednak v regulaci komplexd mTORC1
a PI3KC3, které iniciuji proces autofagie, ale i ve funkci molekularniho leSeni pro proteiny,
které se tohoto procesu Ucastni.

Komplex mTORC1, ktery je negativnim regulatorem iniciace autofagie, je asocio-
van s cytosolickou vrstvou lysozomalni membrany. Bunécna lokalizace lysozomu je dana
ginnosti mikrotubuld a s nimi asociovanych molekularnich motor@ kinesind. Cinnosti kine-
sinu-2 a -3 jsou lysozomy transportovany do perifernich oblasti buriky, coZ je spojeno s
aktivaci komplexu mTORC1. Béhem indukce autofagie dochazi k disociaci kinesinu z
mikrotubulG a pfesunu lysozomt do stfedu bunky, ¢imz dochazi k inaktivaci komplexu
MTORC1 a iniciaci autofagie (Korolchuk et al. 2011).

Komplex PI3KC3 je tvofen mimo jiné proteinem Beclin-1, ktery je pomoci
mikrotubull lokalizovan ve dvou riiznych komplexech. Tyto komplexy obsahuji spole¢né
kromé proteinu Beclin-1 také lehky fetézec dyneinu (DLC1) a nasledné bud protein
Ambral, nebo proapoptoticky protein Bim. Béhem iniciace autofagie jsou paralelné fosfo-
rylovany kinazou ULK protein Ambral a protein Bim kindzou JNK (c-Jun N-terminal
kinase). V obou pfipadech vede fosforylace k uvolnéni proteinu Beclin-1 a jeho translokaci
do komplexu PI3KC3 do oblasti omegasomu na ER, kde se iniciuje tvorba autofagozomal-
ni membrany (Di Bartolomeo et al. 2010; Luo et al. 2012). Kinaza JNK takeé fosforyluje
antiapoptoticky protein Bcl-2 lokalizovany na membrané ER a tim umoZni disociaci
proteinu Beclin-1 z komplexu Beclin-1:Bcl-2 a tim aktivaci autofagie (Obr. 5) (shrnuto v
Mackeh et al. 2013).

K aktivaci kindzy JNK v procesu autofagie mize dochézet nékolika mechanismy.
Jednou z moznosti je aktivace pomoci kinazy ROCK1 (Ongusaha et al. 2008), pfipadné
také pomoci kinesinu-1. Podminkou asociace kinesinu-1 s JNK a jeji aktivace je hyper-
acetylace mikrotubull, kterd umozni zménu laterarnich interakci mezi podjednotkami
tubulinu a translokaci kinesinu-1 na mikrotubuly (Obr. 5) (Geeraert et al. 2010).

Mikrotubuly také pfimo nebo prostfednictvim adaptorovych proteind MAPs (micro-
tubule-associated proteins) interaguji s fadou autofagickych protein(i, napf. s proteiny
ULK, LC3, ATG5 a Beclin-1. Dynamika mikrotubull spojend s relokalizaci autofagickych
proteind tak nasledné urychluje a umoznuje proces biogeneze autofagozomu (shrnuto v
Mackenh et al. 2013).
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Obr. 5: Uloha mikrotubulii ve vzniku autofagozomu. Pied zahéajenim autofagie zajistuji mikrotubuly
sekvestraci autofagického proteinu Beclin-1 do dvou riiznych komplext obsahujicich spole¢né
lehky Fetézec dyneinu 1 (DLC1) a protein Ambral, nebo protein Bim. Protein Beclin-1 také
interaguje s proteinem Bcl-2 a vytvafi komplex lokalizovany na cytosolické vrstvé membrany
endoplasmatického retikula. B&hem iniciacni faze autofagie fosforyluje komplex ULK protein
Ambral, ¢imZ dojde k uvolnéni proteinu Beclin-1 z tohoto komplexu a jeho translokaci do
komplexu PI3KC3. Soucasné vede hyperacetylace mikrobulul( k translokaci proteinu kinesin-1 na
mikrotubuly a nasledné aktivaci JNK. Aktivovana JNK pak fosforyluje proteiny Bim a Bcl-2, ¢imz
uvolni protein Beclin-1 z pfislusnych komplexd a tim iniciuji tvorbu autofagosomu (shrnuto v
Mackeh et al. 2013).

Vznik autofagozomalnich struktur je vSak dan celkovou souhrou mezi stabilitou a dynami-
kou mikrotubuléarniho systému. NaruSeni intaktni mikrotubularni sité pouzitim taxana, ale
i jinych latek deregulujicich pfirozené vlastnosti mikrotubul( se proces autofagie inhibuje
(Kochl et al. 2006).

Uloha mikrotubulli v maturaéni fazi autofagie

Vznik autolysozomu je zavisly na transportu autofagozomu smérem k lysozomu a nasled-
né na jejich fuzi. Zatimco uloha mikrotubull v samotné fuzi je stale diskutovanou otazkou,
samotny transport autofagozomu napfi¢ cytosolem je proces na mikrotubulech pIné zavis-
ly. Vytvofené autofagosomy jsou pohybovany podél mikrotubull prostfednictvim moleku-
larnich motoru - dyneinu a jsou koncentrovany v perinukleérni oblasti blizko lysozom(, se

kterymi nasledné splyvaji (shrnuto v Mackeh et al. 2013).

Uloha autofagie v bun &&né smrti - PCD Il a apoptéza

Autofagie ma kromé cytoprotektivni funkce dalSi uplatnéni v procesu bunécné smrti.
Samotny proces autofagie muze predstavovat jeden z typu programované bunééné smrti,
ktery se oznacuje jako PCD Il (Programmed cell death II). SouCasné je autofagie velice
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Uzce spjata s apoptdzou a proteiny, které v téchto drah&ch figuruji, mohou oba tyto
procesy navzajem raznymi zpusoby regulovat.

Autofagie jako typ bunééné smrti - PCD |l

Jeden z moznych mechanismu bunécné smrti realizované procesem autofagie je ten, ze
autofagie dosahne takové miry, kdy katabolické procesy pfevazi anabolické, ¢imz dojde
k bunécné atrofii, ktera vyusti v buné€nou smrt. Druhym mechanismem je autofagicka
degradace specifickych proteinu a organel, které jsou pro fungovani buriky nezbytné a
jejichZ absence vede k bunééné smrti. Morfologicky je PCD Il charakterizovana akumulaci
autofagozomu a na rozdil od apoptézy se jednd o proces nezavisly na kaspazach, pfi
kterém nedochézi k fragmentaci DNA ani k tvorbé apoptotickych télisek (shrnuto v
Tsujimoto and Shimizu 2005).

Autofagicky typ buné&né smrti byva nejCastéji pozorovavan u bunék, které v du-
sledku mutaci gena pro apoptotické proteiny nejsou schopny iniciovat a realizovat proces
apoptézy. Prikladem muze byt zvySeni exprese anitoapoptotickych proteinu Bcl-2 rodiny,
¢i naopak inhibice proapoptotickych &lent Bax a Bak, jeZ v dusledku vedou k inhibici
procesu apoptdzy a iniciaci autofagie (Shimizu et al. 2004). Ve studii Yu a kol. (2004) byla
PCD Il pozorovana v bunkéach s inhibovanou kaspazou 8. K nadmérné aktivaci autofagie
muze také vést neschopnost tvorby komplexu Bcl-2:Beclin-1, v dusledku mutace genu pro
Beclin-1, ¢imZ dochazi ke ztraté inhibi¢niho efektu tohoto komplexu v iniciaci autofagie
(Pattingre et al. 2005).

Stale vSak neni jasné, zda se da PCD Il skute¢né& povazovat za samostatny typ
bunééné smrti, nebo je pouze provazejicim jevem apoptdzy. Otazkou také zUstava, je-li
zvySena mira autofagie samotnou pfi¢inou bunééné smrti, nebo naopak snahou buriky se
bunécné smrti vyhnout.

Vzajemny vztah mezi autofagii a apoptézou
Procesy autofagie a apoptozy jsou spolu velice Uzce spojeny, nebot’ jejich rovnovaha
hraje dlohu v udrzeni bunééné hemeostaze. Tyto procesy mohou fungovat kooperativné,
kdy oba dva vedou spole¢né k bunééné smrti, pfi¢emz jeden z nich mize byt zaloZnim
mechanismem v pfipadé, Ze selze prvni proces. V jinych pfipadech se mohou tyto procesy
vzajemné inhibovat a fungovat jako antagonisté, kdy cilem autofagické drahy bude
obnoveni bunécné homeostaze, zatimco v pfipadé apoptozy bude cilem eliminace buriky.
V neposledni fadé muze byt autofagie doprovodnym jevem apoptézy, jejiz funkci je
zajiStovat spravné podminky pro jeji pribéh, napf. udrzovanim stale hladiny ATP (shrnuto
v Maiuri et al. 2007).

Spole€nymi regula¢nimi prvky iniciace autofagie a apoptdzy jsou nékteré proteiny
Bcl-2 rodiny. Pfikladem inhibice autofagické i apoptotické drahy muaze byt jiz zminéna
asociace proteinu Beclin-1 s Bcl-2. Tvorba komplext Beclin-1:Bcl-2 mize byt naopak
inhibovana proapoptotickymi proteiny Bad, Bik a Puma, které kompetuji s proteinem
Beclin-1 o vazbu k Bcl-2 (shrnuto v Levine et al. 2008). Antagonické chovani autofagie a
apoptézy muze byt dasledkem Stépeni a degradace proteinu Beclin-1 prostfednictvim
kaspaz, které se aktivuji béhem apoptozy (Wirawan et al. 2010).

Autofagie u nadorovych onemocn  éni
PFi¢inou nadorové transformace buriky jsou poruchy jeji fyziologie, vzniklé v dusledku
deregulace proteind, které se Ucastni oprav genetické informace buriky, proliferace, ale i
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Fady dal3ich dgju. Uloha autofagie u nadorovych onemocnéni je velmi komplexni, a tudiz
i velice komplikovana. V zavislosti na typu nadorového onemocnéni, stadiu rozvoje a
genetickém pozadi nadorové bunky muaZe autofagie fungovat jednak jako nadorovy
supresor, nebo naopak rozvoj nadora podporovat (shrnuto v Rosenfeldt and Ryan 2011).

Protinadorova uloha autofagie

Protinadorova funkce autofagie vychazi z jejiho cytoprotektivniho charakteru, kdy eliminu-
je poSkozené proteiny a organely, které by mohly potencialné vést k bunéénému posko-
zeni a potenciovat tak nadorovou transformaci. Jednim z pfiklad miZze byt degradace
poskozenych mitochondrii, které generuji velké mnoZzstvi reaktivnich kyslikovych radikal(
(ROS). ROS reaguji s nukleovymi kyselinami a pisobi genotoxicky, coZ vede k narastu
po¢tu mutaci a s tim spojené nadorové transformace (Zhang et al. 2008). Ke zvySeni
hladiny ROS také pfispiva akumulace proteinu p62/SQSTM (Sequestosome 1) v cytosolu.
Tento protein je vSak béhem autofagie specificky degradovan, ¢imz je potlaten jeho
tumorogenni U€inek (Mathew et al. 2009).

Nadorové bunky také velice ¢asto nesou mutace genu, které reguluji a realizuji
prabéh autofagie. Casté jsou napfiklad mutace v proteinech Beclin-1, UVRAG, ATG12 a
LC3. Rada nadord ma také hyperaktivovanou signalizaéni drahu mTOR, ktera inhibuje
autofagii a podporuje bunécnou proliferaci (Qu et al. 2003).

Tumorogenni uloha autofagie

U nadorovych bunék je velmi Casta zvySena bazalni hladina autofagie, ktera koresponduje
S jeji tumorogenni tlohou. Recyklace buné€nych komponent prostfednictvim autofagie
muze uspokojit zvysené naroky nadorovych bunék na pfisun Zivin. Autofagie také umoz-
nuje prekonat stresové podminky indukované napf. hypoxii a metastazovanim a tim
zajistit nddoru dalsi rist a expanzi (shrnuto v Rosenfeldt and Ryan 2011).

Hyperaktivace autofagické drahy je také potencialnim mechanismem rezistence
nadorovych bunék k chemoterapii (Wu et al. 2013b). Inhibice autofagie by tak teoreticky
mohla byt prostfedkem pro prekonani rezistence. Rada studii potvrzuje fakt, Ze inhibice
autofagie maze vést k obnoveni senzitivity nadoru k chemoterapii a k apoptéze (Xi et al.
2011; Zhang et al. 2013), jiné studie vSak tuto hypotézu popiraji. Turcotte and Giaccia
(2010) pozorovali po inhibici autofagie zvySeni rezistence k chemoterapii, coz ukazuje, Ze
autofagie v tomto pfipadé pravdépodobné fungovala jako PCD II.

Lze tedy shrnout, Ze zatimco u normalnich bunék autofagie spiSe brani nadorové
transformaci, tak u samotného nadoru a pfi tvorb& metastaz je jeji funkce spiSe tumoro-
genni. Znalost ulohy autofagie v nadorovych onemocnéni muze byt zdsadnim predpokla-
dem Uspésné lécby a pravé kombinace chemoterapeutik s regulatory autofagie by v
budoucnu mohla nabidnout zdarny pfistup k terapii téchto onemocnéni (shrnuto v Liu and
Ryan 2012).

Metody studia autofagie

Uloha autofagie v kontextu dalSich bunéénych déju je nejéastéji studovana pomoci
chemickych latek, které moduluji jeji aktivitu a plsobi ve specifickych fazich autofagicke
kaskady, a které Ize jednoduse rozdélit na aktivatory a inhibitory autofagie. Mezi aktivatory
autofagie patfi zejména rapamycin produkovany bakteriemi Streptomyces hygroscopicus.
Rapamycin se v burice vaze na komplex mTORC1, ¢imz jej inhibuje a aktivuje
autofagickou drahu (Wu et al. 2013a). Bafilomycin Al a 3-methyladenin funguji naopak
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jako inhibitory autofagie. 3-methyladenin plsobi jako inhibitor PI3K, ktera se podili na
pumpy, ktera snizuje pH v lumen autofagozomu. Bafilomycin Al tedy pusobi az v matu-
racni fazi autofagie, a jeho aplikace je spojena s akumulaci autofagozom, nebot je inhi-
bovana jejich fuze s lysozomy (shrnuto v Klionsky et al. 2007; Mizushima et al. 2010).

Samotna mira autofagie je pak vétSinou testovana prostifednictvim detekce hladiny
nékterych autofagickych markerd metodou western blot €i jejich vizualizaci mikrosko-
pickymi metodami. Casto uzivanymi autofagickymi markery jsou zejména dva proteiny -
LC3 a p62. Protein LC3 hraje dalezitou Ulohu v elongacni fazi autofagie a existuje ve dvou
riznych formach. Zatimco hladina LC3-I ukazuje miru solubilniho cytosolického proteinu
LC3, hladina LC3-1l ukazuje miru LC3 lokalizovaného v membrané autofagozomu, ktery
je béhem autofagie degradovan. Detekce hladiny LC3-11, ktery mé& tedy pouze omezenou
Zivotnost tak pomérné pfesné odrazi aktualni pocet autofagozoma v burice a tim i miru
autofagie (shrnuto v Mizushima et al. 2010).

Protein p62/SQSTML1 asociuje béhem autofagie s proteinem LC3-Il a je téZ inkor-
porovan do membrany autofagozomu a nasledné degradovan. V pfipadé inhibice auto-
fagie dochazi naopak k jeho akumulaci v cytosolu a detekované mnoZstvi p62 je tak
nepfimo Umérné mife autofagie. Protein p62 je vSak jen nepfimym markerem autofagie,
nebot’ se v burnce uc€astni i fady jinych déju a nelze jej tedy vyuzit k detekci autofagii
osamocené, ale pouze v kombinaci s dalSimi autofagickymi markery (shrnuto v Klionsky
et al. 2007; Mizushima et al. 2010).
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Uvod

Jadernd architektura a mobilita chromatinu

V prubéhu bunécného cyklu méni chromozomy razantné svdj tvar. PFi vstupu do mitézy
chromatin kondenzuje a proméruje se na pentlicovité chromozomy. Po rozdéleni buriky,
v interfazi, dochazi k rozvolnéni chromozomu a chromatin se rozprostfe v jaderném
objemu. Jiz na zaCatku minulého stoleti zavedl Theodor Boveri pojem chromozomalni
teritoria, kde kazdy chromozom zaujima v jadie urcité postaveni (Boveri, 1909). Pozdéji
byla tato hypotéza experimentalné potvrzena (Cremer et al., 1982).

Diky pokroCilym metodam zobrazovani zivych bunék a diky fluorescenénim pro-
teinim v kombinaci s konfokalni mikroskopii s dostate¢nym rozliSenim je mozné pfimo
sledovat chromozomalni pohyby v jednotlivych burikach. Opakované bylo experimentalné
predvedeno, Ze vzajemné pozice chromozomalnich teritorii jsou v prabéhu interfaze sta-
bilné zachovany tak, Ze nedochazi k Sirokosahlému preskupovani chromozomu (Gerlich
et al., 2003, Walter et al., 2003, Cvackova et al., 2009, Strickfaden et al., 2010).

Velmi lakavou se stala otazka dédi¢nosti chromozomalniho usporadani. Tedy, jestli
se dané rozlozeni chromatinu pfenese pres mitdzu na dcefiné buriky nebo jestli se v no-
vém bunécném cyklu vzdy vytvofi nové usporadani, které bude v souladu s nové vzniklymi
potfebami buriky. Cvackova a kolektiv predvedli experimenty na jadrech lidské HepG2
linie oznaCenych fotokonvertibilnim proteinem Dendra2 (Cvackovéa et al., 2009). Diky
tomu mohli vytvéret rlizné vzorce na chromatinu a nasledné pozorovat jejich chovani v
Case. Ackoli rozloZeni znac¢eného chromatinu v dcefinych burfikdch s porovnanim s matef-
skou burikou povaZuji autofi za nendhodné, vétSina z téchto rozdélenych bunék dispono-
vala vyrazné odliSnymi fluorescen&nimi vzorci oproti jejich puvodu. Z jejich studie vyplyva,
Ze pozice chromozomalnich teritorii nejsou pfenaseny z bunééné generace na generaci,
ale spiSe dochéazi k sestavovani de novo na za¢atku bunécného cyklu.

Podobnych vysledkd ohledné mitézy dospéli také Strickfaden s kolegy pozorova-
nim jader plochého tvaru linie RPE-1, bufiky pigmentového epitelu sitnice oznacenych
RFP (Cerveny fluorescenéni protein), a fotoaktivovatelnou formou GFP (Strickfaden et al.,
2010). Autofi pfisli s mySlenkou, Ze prometafaze je stadium, kdy dochazi k nejvétSim
zménam v chromozomalnim usporadani.

Jadernd architektura parentalnich genomu
Diploidni organismy nesou ve sveé vybavé somatickych bunék dvé odpovidajici sady chro-
mozomu, jednu od otce, paterndlni, a jednu od matky, maternalni. U valné vétSiny orga-

34



nizmU jsou pro spravny vyvoj a fungovani jedince nezbytné obé sady (McGrath and Solter,
1984, Surani et al., 1984). V procesu fertilizace se haploidni gamety, oocyt a spermie,
nesouci vzdy jednu sadu chromozomu spoji, aby daly vzniknout diploidni zygoté, ktera
nasledné v pribéhu embryogeneze prochazi fadou bunéénych déleni.

S ohledem na organizovanost genomu v jadfe a na vyznam jeho epigenetické
informace, je tfeba podivat se bliZze i na otazku jaderného usporadani z hlediska ptvodu.
Tedy, jak jsou chromozomy zdédéné od matky a od otce rozdéleny v jaderném prostoru?
Odpovéd na tuto otazku je komplikovdna nesnazemi, jak rozpoznat materndlni a
paternalni chromozomy v jadre.

Badatelé pod vedenim Thomase Haafa pro rozliSeni puvodu genomu vyuZili
techniku imunofluorescencéniho in situ zna¢eni chromatinu pomoci 5-bromodeoxyuridinu
(BrdU). Mysi spermie znac¢ené BrdU byly pouZity pro oplozeni nezna¢eného oocytu. Na-
sledné bylo BrdU znaceni detekovano pomoci protilatek v ¢asném diploidnim embryu
(Mayer et al., 2000c). Po rozpadu prvojadernych oball oba chromozomalni sety byly stale
oddélené v prabéhu prvni mitézy a v obou jadrech v dvoubuné&ném embryu. Separované
genomy Vv jadrech byly pozorovany az do &tyfbunécného stadia, kde se BrdU signal
zacCinal vytracet diky inkorporaci novych nukleotidu v replikaci DNA. V pozdéjSich fazich
embryonalniho vyvoje se rozdéleni parentalniho genomu jevilo spiSe nahodné. Pro vylou-
¢eni moZnosti separace obou genomu kvuli pfitomnosti inkorporovanych BrdU znacek v
DNA spermie vyuzili autofi v dalSi studii mySi z rozdilnych druhd (Mus musculus a Mus
spretus). Rozdilné sekvence centromerické DNA u téchto druhd umoznily pomoci fluores-
cencni in situ hybridizace (FISH) rozpoznani maternalnich a paternalnich centromer v F1
hybridnich embryich (Mayer et al., 2000c). | v tomto pfipadé byla pozorovana separace
rodiCovskych konstitutivnich heterochromatind oblasti centromer v mitéze, ve dvou- a
¢astecné i v Ctyrbunééném embryonalnim stadiu. Na téchto mezidruhovych kfizencich
bylo ukazano separované rozlozeni parentalnich genomud v pozdnich haploidnich sper-
matidach (Mayer et al., 2000a). Jaké je uspofadani rodi¢ovskych chromozom v diferenci-
ovanych télnich bunikach se rozhodli rozlustit Hepperger s kolegy. Ti na jadrech muld,
kfizencl osla a kong, a lidskych lymfocytech a fibroblastech pomoci FISH ukazali, Zze v
somatickych jadrech rodi¢ovské chromozomy nevykazuji Zddné zndmky prostorové oddé-
lenych pozic (Hepperger et al., 2009).

Pokud nahlédneme do rostlinné fiSe, najdeme i zde pfiklady topologického oddéle-
ni matefského a otcovského genomu. Problém, jak vizualné rozliSit oba genomy, byl u
vétsSiny téchto pripadl vyfeSen pomoci hybridnich kfizencu, kdy navzdory urcité genetické
rozdilnosti doslo ke vzniku F1 populace. Separované genomy byly pozorovany u kfizenc
tabaku a ruliku v somatickych burikach (Gleba et al., 1987), v mitotickych i interfaznich
bunkach na kofenové Spicce hybridu je€mene a Zita pomoci genomicke in situ hybridizaci
(Leitch et al., 1991) a u kfizencu dvou druhd je€menu (Schwarzacher et al., 1992).

Otazkou stale zustava, mechanismus a podstata, jak a pro€ k separaci homolog-
nich chromozom od otce a od matky dochazi (Haaf, 2001). Jedno z moZnych vysvétleni
oddélenych genomu v ¢asném embryu predkladaji autofi rozdilné epigenetické znaky
dvou genomd. Imunofluorescenéni znaceni mysSich embryi protilatkou proti 5-metylcyto-
sinu (MeC) ukazalo, Ze oba genomy prochazeji riznymi stupni modifikace DNA (Mayer et
al., 2000b). Pfed oplozenim je genom oocytu oproti genomu spermie ve stavu nizké
metylace. Kratce po oplozeni dochazi u oocytu k rapidni viné de novo metylace (Howlett
& Reik1991) tak, Ze ve stadiu prvojader, asi 3-6 hodin po oplozeni, jsou oba chromozomal-
ni sety pfiblizné na stejné metylacni Urovni. Jiz 8 hodin po fertilizaci nastava velmi rychla
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demetylace paternélni DNA jesté pfed nastupem replikace DNA. Jadra dvoubunééného
embrya vykazovala lokalizované barveni MeC, které odrazi rozdilné stupné metylace a
prostorové oddéleni obou genomu. Tento stav pretrvava az do stadia ¢tyrbunécného
stadia, kdy s pfibyvajicimi buné&nymi cykly dochazi k postupné demetylaci i maternalniho
genomu (Mayer et al., 2000b).

Genova exprese v meidze

Pfed oplozenim oocyt potfebuje vyrobit a naakumulovat obrovské zasoby nezbytné pro
rist a pro prvni kroky embryonalniho vyvoje, které byly vystihnuty v pfedchozi kapitole.
Velka vyzva regulace meiotické genové exprese je na urovni produkce RNA. Oproti geno-
vé expresi v somatickych burikach, ktera probiha na interfaznich rozvolnénych chromozo-
mech, meioticka transkripce musi byt zajiSténa ve stavu, kdy jsou chromozomy jiz konden-
zovany, a pfistup k chromatinu muze byt omezen.

Studium meidzy modelovych organismu pfispélo zajimavymi Udaji. U obojzivelniku,
plazl, ptakd, ryb a nékterych bezobratlych byly pozorovany charakteristické chromozo-
malni struktury zvané Stétkovité (lampbrush) chromozomy. V profazi meiézy | jsou v
oocytu velmi rozvolnéné bivalenty, z nichZ vybihaji dlouhé chromatinové smycky do stran.
Tyto smycky jsou snadno pfistupné a vysoce transkripéné aktivni (Gaginskaya et al.,
2009). U savcu Stétkovité chromozomy pozorovany nebyly. Chromatin v sav&ich oocytech
ve stadiu germinalniho vesiklu (GV) se meéni z transkripéné aktivni dekondezované
konformace v diploténe na velmi kondenzovany a transkripéné uml¢eny stav po ukonceni
ristu oocytd (Zuccotti et al., 1995, De La Fuente et al., 2004). Pomoci znaceni fosforylo-
vané RNA polymerazy Il u savcl se podafilo ukazat, Ze transkripéni aktivita je v pocatec-
nich fazich profaze I nizka, reaktivuje se ve stfedni pachyténe a trva az do diploténe (Page
et al., 2012).

Hlistice Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans (C. elegans), esky had'atko obecné, je bezobratly mnohobunéc-
ny modelovy organismus. Jedn& se o asi 1 mm dlouhy nepatogenni (neparaziticky) orga-
nismus patfici do kmene hlistic. Hadatko maze byt izolovano prakticky po celém svété z
tlejiciho ovoce €i zeleniny, ktera obsahuje dostatecny zdroj bakterialni potravy (Barriére
and Félix, 2014). Modelovym organismem je C. elegans jiZ od roku 1965, kdy byl Sydney
Brennerem ustanoven jako vhodny geneticky model pro studium vyvojové biologie a
neurobiologie (Brenner, 1988).

Rada bych tedy vyzdvihla hlavni vyhody, které ¢€ini C. elegans mimoradnym experi-
mentalnim systémem. Jeho malé velikost, nenaro¢na kultivace a bakterialni zdroj potravy
(v laboratornich podminkach se jedn& o agarovou petriho misku s vrstvou E. coli) pfedsta-
vuji velmi nenakladnou udrzbu. Prahledné télo umoznuje zobrazovani jednotlivych bunék
i detailt uvnitf bunék pomoci DIC (differential interference contrast) optiky nebo s pomoci
fluorescencnich proteind. C. elegans ma velmi rychly Zivotni cyklus, ve kterém hadatko
po vylihnuti prochazi ¢tyfmi larvalnimi stadii, L1, L2, L3 a L4 neZ se proméni v dospélce.
Rychlost rlstu se muze pfizpisobovat podle teploty, od 15 do 25 °C. Pfi 20 °C se z
embrya vyvine dospélec schopny kladeni dalSich vajec jiz za 4 dny. Embryonalni vyvoj
pfi stejné teploté trva pfiblizné 16 hodin. UziteCnou vlastnosti C. elegans je schopnost
samooplozeni, jez uleh€uje udrZzovani linie. | jen jeden jedinec muaze vytvofit celou
populaci (~300 potomku). Hadatka se totiz pfirozené vyskytuji v podobé hermafroditl
(>99%), ktefi produkuji jak spermie, tak vaji¢ka, a jsou schopni oplodnit samy sebe. Samci
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predstavuji jen asi 0,2 % populace a jsou schopni oplodnit hermafrodity. PFfitomnost
samcl umozniuje jednotlivé kmeny mezi sebou kfizit. Pohlavi je u C. elegans uréeno
geneticky. Hermafroditi nesou dva pohlavni X chromozomy (XX) a samci jen jeden X
chromozom (XO0).

Hadatko je pfikladem organismu s determinanim vyvojem, pfi kterém je osud
kazdé buriky urcen jiz pfijejim vzniku (Sulston et al., 1983). V pribéhu vyvoje se tak kazda
bunka v embryu a larvé déli a diferencuje na stejny pocet a typ bunék podle stejného
programu. Déje se tak v kazdém jedinci stejné, Cili reprodukovatelné. Vysledkem je, Ze
kazdy dospély jedinec obsahuje stejny pocet télnich bunék, 959 u hermafrodita, 1039 u
samcu.

Gametogeneze u C. elegans

Zrala gonada hermafrodita je formovana do tvaru U a sklada se z distalniho a proximal-
niho ramena. V celé distalni ¢asti gonady jsou zarodecna jadra lokalizovana na periferii,
¢imz obklopuji velkou bezjadernou zénu uvnitf gonady zvanou rachis. Plasmatickd mem-
brana okolo kazda buriky je nelplna a vytvafri tak propojeni mezi cytoplasmou zarodec-
nych bunék a rachis (Hirsh et al., 1976). Rachis je tak misto sdileni cytoplazmatického
obsahu. Syncytialni struktura gonady tak umozZzuje pfimou komunikaci mezi jednotlivymi
bunkami. Samci C. elegans vytvareji jen jednu gonadu ve tvaru U, ktera produkuje pouze
spermatické buriky.

Ty zarodeCné bunky, které jsou nejblize burikam distalni Spicky (DTCs, distal tip
cells), se déli mitoticky, a proto se této ¢asti fikd mitoticka zéna. Jak jadra zarodecéné linie
postupuji proximalné smérem k déloze a vulvé, prochézeji jednotlivymi stadii, které jsou
snadno rozpoznatelné podle morfologie chomozomd. Oblast, kde buriky podstupuji pre-
chod mezi mitézou a meiotickou profazi, se nazyva transition zona (Crittenden et al.,
1994). Meioza je komplexni bunécné déleni, které zahrnuje parovani homolognich chro-
mozomu, tvorbu synapse, rekombinaci a segregaci chromozomu za Ucelem vytvoreni
haploidnich bunék. Transition zona koresponduje se stadii leptoténe a zygoténe profaze
meiodzy |. Jadra zde zaujimaji tvar pulmésice. Béhem tohoto procesu dochéazi k aktivnimu
hledani dvou homolognich kopii kazdého chromozomu. Mezi sparovanymi chromozomy
se zipovité formuje proteinova struktura synaptonemalniho komplexu. PInohodnotné spo-
jeni homologu, tzv. synapse, je charakteristické pro stadium pachyténe. Sesterské chro-
matidy jsou v kazdém homologu pevné sbaleny tak, Zze z kazdé strany vybiha fada
chromatinovych smycek (Schild-Prifert et al., 2011). V procesu homologni rekombinace
dochazi k prekfizeni, zlomim a znovuspojeni chromatid, jehoZ vysledkem je crossing-
over. Chromozomy se presunuji na periferii jadra a obklopuji jadérko. Jadra v pachyténe
tak maji typickou morfologii pfipominajici klubko. Tato faze zaujimé ze vSech zén nejdelSi
¢ast profaze meidzy I, a proto ji rozdélujeme na Casnou, stifedni a pozdni. V pozdni
pachyténe se synaptonemalni komplex zacina rozpadat, tzv. desynapse. Chromozomy
jsou nadale spojeny pomoci rekombina&nich uzlikd (chiasmata). Desynapse v diploténe
je provazena prechodnou fazi, kdy se chromatin ¢aste¢né dekondenzuje (Chan et al.,
2004). Postup z pachyténe a diploténe vyzaduje MAP (mitogen-activated protein)
kinazovou signalni drahu, ktera je zodpovédna za rozpad synaptonemalniho komplexu
(Church et al., 1995, Nadarajan et al., 2016). MAP kindzova draha je potencionalnim
zprostiedkovatelem fosforylace serinu25 proteinu SYP-2, ¢imZ reguluje jeho rozpad.
SYP-2 je centralni komponentou synaptonemalniho komplexu (Nadarajan et al., 2016).
Béhem posunu meiotickych chromozomu z diploténe do diakineze dochazi k chromozo-
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malni reorganizaci, kdy se chromatin rapidné kondenzuje za vzniku Sesti oddélenych
bivalent (Chan et al., 2004).

V ohybu gonady zarodecné bunky prechazeji do stadia diploténe. V misté, kde
vstupuji do proximalniho ramena se rachis uzavira. Jadra se zacCinaji celularizovat a
pfijimaji obsah z centralni cytoplasmy, kterd diky aktomyosinovému cytoskeletu proudi
proximalnim smérem (Wolke et al., 2007). V ohybu se bunky organizuji se do jedné fady.
O zérodecnych bunkéach v diakinezi, kde dochazi k oogenezi, hovofime jako o oocytech.
Oocyt nejblize ke spermatéce je nazyvan -1, druhy oocyt od stermatéky je -2 atd. -1 oocyt
prochazi meiotickou maturaci, kterd zahrnuje rozpad jaderného obalu, sestaveni déliciho
vieténka, segregaci chromozomu a dalSi zmény nezbytné pro oplozeni a proménu oocytu
v embryo (Kim et al., 2013).

Genova exprese v meidze C. elegans

Doposud ziskana data lokalizujici transkrip&ni aktivitu v zarode&nych burikdch meiotické
profaze u C. elegans jsou velmi nejednoznacna. Prvni pokusy o detekci syntézy RNA
vychazeji z radioaktivniho zna€eni uridinu v gonadéach (Starck, 1977, Starck et al., 1983).
Z jejich dat bohuZel neni patrné, zdali se jednd 0o mRNA nebo o rRNA a hovofi o celkové
RNA syntéze. DalSi studie se spoléhaly jen na lokalizaci fosforylované formy RNA poly-
merazy Il, které naznacuji uniformni transkripéni aktivitu mezi mitotickou zénou v distalni
¢asti a diploténe (Walker et al., 2007).

Oplozeni a éasnd embryogeneze C. elegans

Oocyty jsou pfed oplozenim zastaveny ve stadiu diakineze v profazi meidzy I. K fertilizaci
dochazi ve spermatéce dospélého hermafrodita. Jedina spermie pronika do oocytu, ktery
poté prochazi do délohy, kde oocyt dozrava a zacina embryogeneze (Albertson, 1984).
Maternalni genom dokon€uje meidzu | a vydéluje se prvni polové télisko. Nasleduje
meidza ll, kterd vede k tvorbé druhého polového téliska (McCarter et al., 1999). Béhem
této doby je DNA spermie ve vysoce kondenzovaném stavu a okamzité po dokoncéeni
meiodzy Il chromatin dekondenzuje. Formuji se maternélni a paternalni prvojadra a zaCina
se replikovat DNA (Edgar and McGhee, 1988). Nejprve matefské prvojadro migruje k
prvojadru spermie, poté se spole¢né presunou do centra zygoty a pfitom provedou rotaci
0 90°. Pohyby prvojader jsou zprostfedkovany paternalné ziskanymi centrozomy, které
také formuji délici vieténko (Gonczy et al., 1999). Obé prvojadra vstupuji do prvni mitozy,
kondenzované chromozomy se seskupuji do metafazni roviny a dochazi k rozpadu
jaderného obalu (Gorjanacz and Mattaj, 2009).

Zygota C. elegans se déli asymetricky na dvé blastomery. Na anteriorni strané
embrya je vétSi AB bunka, ktera vytvari vZzdy somatické ¢asti embrya. Na posteriorni Casti
se nachazi mensi P1 burika, ktera je pfedchudcem bunék zarode€nych a nékterych soma-
tickych. Béhem druhého déleni se AB burika déli symetricky podélné (o 90° k pfedozadni
ose) na buniky ABa a ABp, zatimco P1 blastomera se dale déli nerovhomérné pricné za
vzniku EMS a P2 linie. Ve tfeti sérii déleni vznikaji na anteriorni strané buriky ABal, ABar,
ABpl a ABpr. Burika EMS se déli na linii MS, ze které nasledné vznika vétSina svalovych
bunék, a E, ktera je pfedchidcem pro stfevni buriky. Na posteriorni strané se P2 burika
rozdéli na linii C, kterd pozdéji vytvari hypodermis a svalové bunky, a P3, jeZ definuje
zarodec¢nou linii (Sulston et al., 1983).

Nukleo-cytoplazmaticky pomér
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Jedna z dalSich charakteristik jadra a vibec buriky jako takové je jeji rozmér. S velikosti
jadra souvisi dulezity parametr jeho hodnoceni, kterym je tzv. nukleo-cytoplazmaticky
pomér. Jedn& se o pomér objemu jadra (J) k objemu cytoplazmy (C) vyjma jadra, J/(C-J).
Ve vétsiné pfipadl objem jadra silné koreluje s objemem bunky. JiZ v roce 1903 Richard
Hertwig navrhl koncept, ve kterém pomér objemd jadra a cytoplasmy byvaji zhruba
konstantni (Wilson, 1925). Objem jadra je také dan velikosti genomu a jeho ploidii
(Cavalier-Smith, 1978, Henery and Kaufman, 1992). RGzné bunécné typy maji své
charakteristické poméry. Nukleo-skeletalni teorie uvadi, Ze velikost jadra je urCena
mnozstvim DNA, mirou kompaktace chromatinu a mnozstvim komponentl jaderné
membrany (Cavalier-Smith, 1982). MUZe se zdat, Ze ploidie pfimo ovliviiuje velikost jadra.
Na druhou stranu, velikost jadra se po duplikaci DNA v S fazi nezdvojnasobuje (Jorgensen
et al., 2007).

Ukézalo se, Ze pomérné velikosti jadra a cytoplasmy maji zasadni vliv na zrani
savcCich oocytu. Postupnymi odbéry ¢asti cytoplasmy pomoci mikromanipulace se zvySo-
val nukleo-cytoplazmaticky pomeér oocytt ve stadiu zarode¢ného vacku (germinal vesicle,
profaze meiézy ). Tyto zmény meély za nasledek prodlouzeni az zastaveni zrani oocytu,
naruSeni meiotické segregace chromozomu a struktury déliciho vieténka (Fulka et al.,
1998, Cui et al., 2005).

Velmi blizky vztah mezi velikosti jaderného a cytoplasmatického obsahu byl po-
psan béhem embryogeneze. Ve stadiu stfedni blastuly v embryonalnim vyvoji dochazi u
Xenopa a Drozofily k dramatickym zménam (MBT; midblastula transition), které jsou
iniciovany nahlou zménou nukleo-cytoplazmatického poméru (Lu et al., 2009, Newport
and Kirschner, 1982). Jakmile nukleo-cytoplazmaticky pomér dosahne urcitého bodu,
rychlé Casové sladéné déleni se asynchronicky zpomaluje a aktivuje se transkripce
embryonalnich gend. ZvySenim obsahu DNA v jadre (tetraploidii ¢i pfidanim DNA molekul
navic) nastava tento stav dfive, naopak snizenim jaderného objemu odebranim DNA
dochazi ke zpozdéni.

Nukleo-cytoplazmaticky pomér u C. elegans
Béhem embryonélniho vyvoje C. elegans je velmi zfetelnd zména ve velikosti bunék.
Celkovy objem embrya se neméni, protoZze je omezen vajeCnym obalem. S kazdym
délenim se tedy zmenSuje velikost blastomer. Japonsti badatelé zméfili velikosti cytoplas-
my a jader v prvnich embryonélnich stadiich C. elegans. Zaméfili se na vztah mezi délkou
bunécného cyklu a velikosti blastomer v embryu a ukazali, Ze mezi témito dvéma faktory
existuje nepfima umérnost (Arata et al., 2014). Proméfili také objemy jader a hodnoty
pouZili pro vypocet nukleo-cytoplazmatického poméru. Vyhodnotili, Ze vztah mezi jader-
nym a cytoplasmatickym objemem je nelinearni a nerovhomérny. Bylo ukazano, Ze
velikost embryonalni bunky C. elegans je zé&sadni faktor ur€ujici u€innost kontrolniho
bodu béhem napojovani déliciho vieténka (Galli and Morgan, 2016). DalSi studie ukazala,
Ze béhem embryogeneze koreluje délka déliciho vieténka s velikosti blastomer C.
elegans (Hara and Kimura, 2009).

Navzdory velmi zfejmému narUstu velikosti zarodecnych bunék béhem gametoge-
neze u C. elegans, systematické méfeni objemu bunék a jader v gonaddé nebylo doku-
mentovano. K dispozici tedy nejsou ani rozdily v nukleo-cytoplazmatickém poméru.
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Cile prace

1) Pfipravit vhodny model pro studium chovani parentalniho chromatinu v ranych
embryich C. elegans. Dokumentovat vzajemné rozloZzeni matefského a otcovského
chromatinu v prvnich cyklech embryonalniho déleni a urcit Casové obdobi, kdy dochazi k
jeho promichani.

2) Popsat a lokalizovat transkripéni aktivitu a jeji dynamiku v gonadé C. elegans.
Kvantifikovat miru syntézy mRNA v jednotlivych stadiich profaze meiozy I.

3) Porovnat jaderné a cytoplazmatické objemy zarode¢nych bunék v gonadé dospél-
ce a jednotlivych blastomer v ¢asném embryonalnim vyvoji C. elegans a zjistit nukleo-
cytoplazmaticky pomér téchto bunék.

Material a metody

Pouzity model: Caenorhabditis elegans

Hlavni metody pouZité v praci:

. pfiprava transgennich kment C. elegans pomoci mikroinjikace

. produkce kfizencu C. elegans

. pfiprava Zivych vzorkd C. elegans pro mikroskopovani

. imunofluorescenéni znaceni gonad C. elegans

. znaceni nascentni RNA v gonadach C. elegans pomoci 5-etynyl uridinu

. single molecule RNA FISH

Vysledky

Dynamika parentalniho chromatinu v éasném embryonalnim vyvoji C. elegans

Po pruniku spermie do vajic¢ka se u C. elegans zacinaji formovat prvojadra. Od této chvile
az do doby, kdy se obé haploidni prvojadra v profazi prvniho embryonalniho déleni spoji,
je lokalizace otcovského a matefskeho genomického pfispévku evidentni. Potiz nastava
jiz od chvile usporadani chromozomud do metafazni roviny, kdy se jaderny obal rozpada a
jednotlivé chromozomy jiZz nejsou ohraniceny.

Pro znaceni chromatinu jsme zvolili fotokonvertibilni protein Dendra2, ktery nam
umoznil selektivné oznacit maternalni ¢i paternalni chromatin a nasledovat jeho chovani
v Zivych embryich v Case. Dendra2 ve své nativni konformaci emituje fluorescenci v
zeleném spektru. Po ozareni 405nm Skéalou se jeji fluorescence konvertuje na ¢ervenou.
Dulezitym znakem tohoto jevu je jeho nevratnost, tedy jiz Cervené molekuly nemohou byt
pfeménény na molekuly zelené v nativni konformaci (Gurskaya et al., 2006).

Pro vytvoreni transgenni linie C. elegans s chromatinem oznaCenym fotokonverti-
bilnim proteinem Dendra2 byla pouZita metoda mikroinjikace gonad zprostfedkovana
MosSCI (Mosl-mediated Single Copy Insertion), kterd umoZfuje vloZeni jedné kopie
expresni kazety na predem urCené misto v genomu (Frgkjaer-Jensen et al., 2008,
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Frakjeer-Jensen et al., 2012). Vytvofeny kmen byl nazvan JBL1. JBL1 vykazuje silnou
expresi Denra2-H2B v zarodec¢né linii, tedy v celé délce gonady, ve spermiich a v
embryich umisténych v déloze.

Ve stadiu ¢asné zygoty kmenu JBL1 exprimujici Dendra2-H2B bylo vzdy jedno
prvojadro fotokonvertovano. Nasledné byl sniman chromatin z fotokonvertovaného a
nefotokonvertovaného prvojadra az do Ctyfbuné€ného stadia embrya. Zachytili jsme
dobfe ohrani¢enou separaci maternalniho a paternalniho chromatinu v zygoté a v dvou-
bunéném embryu. Ve vSech mitotickych jadrech ¢tyfbunééného embrya je chromatin jiz
promichany.

Za Ucelem kvantifikace a urceni blizSiho ¢asového Useku smiseni rodicovskych
chromatinu jsme vytvofili novy kmen JBL2, ktery vedle Dendra2-H2B exprimuje i GFP-y-
tubulin. Tim jsme navic ziskali vizualizaci centrozomu v cytoplasmé. Pocet a pozice cen-
trozomu nam umoznily posoudit aktuélni fazi bunééného cyklu dcefiné P2 bunce. Jako
referen¢ni ¢asovy bod byla stanovena chvile usporadani nasledujici metafazni roviny,
protoZze zaCatek snimani nebyl vzdy pfesné synchronizovan. V pribéhu metafaze byla
polovina chromatinu v jadfe P1 bunky fotokonvertovana a nasledné snimana az do stadia
dalSi metafaze. Chromatinové domény zlstavaji po fotokonverzi oddélené po zbytek mit6-
zy, béhem dekondenzace chromatinu a béhem prvnich minut buné€ného cyklu. Prvni
okamziky promiseni byly zachyceny 4 + 1 minuty po zaCatku buné€ného cyklu, 2 £ 1
minuty po zjeveni dvou oddélenych centrozomu a 6 + 1 minuty pfedtim neZ jeden z
centrozomu zacal migrovat na opac¢nou stranu jadra. Tato pozorovani naznacuii, ze k pro-
miseni chromatinu v €asném embryu C. elegans nedochazi béhem dekondenzace chro-
matinu na konci mitézi, ale pomeérné nahle 3-5 minut po vstupu do bunééného cyklu, tedy
jesté predtim nez jeden z duplikovanych centrozom( za¢ne migrovat k opacnénu polu. V
samostatném experimentu jsme predvedli, Ze k promiseni chromatinovych domeén
prekvapivé nedochazi béhem mitozy, jak bylo dfive ukazano u savcich bunék v kulture
(Strickfaden et al., 2010).

Béhem ziskavani obrazového materialu embryonalniho chromatinu C. elegans pro
posuzovani dynamiky rodi€ovského chromatinu jsme zaznamenali pozoruhodné otacivé
pohyby jader v anterior-posteriorni ose. Tuto rotaci bylo mozné vizualizovat diky schop-
nosti fazniho proteinu Dendra2-H2B kmenu JBL1 a JBL2 oznacit chromatin a nasledovat
ho v ¢ase. Jedno z prvojader bylo pfed jejich fuzi fotokonvertovano. Chromatin byl sniman
od metafaze az do Uplného rozdéleni burnky. Rotace chromatinu, ktera zacala v Casné
anafazi a byla dokoncena v pozdni telofazi zygotického déleni, nebyla nikdy pozorovana
v pozdéjSich stadiich embryogeneze. Chromatin se vZdy otocil o pal otacky, tedy o 180°,
a cely proces trval pfiblizné 1 minutu. Zobrazovanim P granuli a druhého polového téliska
kmenu JBL3 nam pomohlo odhalit, Ze se jedn& o celé embryo, které se otaci uvniti vajec-
ného obalu.

Transkripéni aktivita v gonadé C. elegans

Pro studium vztahu jaderné architektury a genové exprese jsme se zaméfili na transkrip-
¢ni aktivitu v gonadé, velmi dynamickém organu C. elegans. K tomuto G¢elu jsme se
rozhodli vyuzit metody single molecule RNA FISH (smRNA FISH), ktera umoZnuje vizua-
lizaci nascentni transkripce pomoci fluorescenéné znacenych préb, jez hybridizuji na
cilové molekuly mRNA. smRNA FISH umoznuje uniformni in situ zna¢eni individualnich
RNA molekul, které jsou zobrazeny jako jednotlivé tecky v cytoplasmé (Raj and van
Oudenaarden, 2009, Larson et al., 2009, Raj et al., 2006, Levsky et al., 2002).
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smMRNA FISH signaly byly dokumentovany ve ¢tyfech stadiich meidzy v gonadé na
zakladé genové exprese dvou vybranych gend. V ¢asném stadiu pachyténe nebyly dete-
kovany témeér zadné jaderné transkripéni spoty. Velmi podobna situace byla pozorovana
pro dvé pfedchozi faze, tedy mitoticka a transition zona. Zato v pozdni pachyténe a v celé
diploténe vykazuji buriky vysokou miru exprese. VétSina bunék v téchto fazich méla jedno
az dvé mista aktivni transkripce v jadre. V Zadném z diakinetickych oocytu transkrip&ni
mista nebyla dokumentovana.

NaSim cilem bylo zobrazeni genové exprese meiotickych zarodecnych bunék
v globalnim méfitku. Jako prvni jsme se rozhodli proSetfit tento kol pomoci immuno-
fluorescenéniho zna¢eni RNA polymeréazy I, ktera je zodpovédna za syntézu mRNA.
RNA polymeraza Il byla na chromozomech od mitotické Casti az do diploténe velmi
rovnomérné akumulovand, na diakinetickych oocytech byla polymeraza detekovana jen v
nukleoplazmé, na chromozomech nikoliv.

Pro dokumentaci aktualniho stavu celkové transkripce a jeji dynamiky v gonadé
jsme vyuZzili metody inkorporace 5-etynyluridinu (EU). EU je nukleosidovy analog uridinu,
ktery se po pfeméné na UTP (uridintrifosfat) inkorporuje bé&éhem aktivni RNA syntézy.
Jedna se o alternativni metodu ke znaceni pomoci 5-bromouridinu (BrU), jeZ je béZzné
detekovan pomoci protilatek. Vizualizace EU je zaloZzena na chemické ,click* reakci
alkynu na 5-etynyluridinu s fluorescenéné znacenym azidem. V danych podminkach jsme
pozorovali velmi nizkou miru transkripce v ¢asti mitotické a prakticky Zadnou v oblasti
diploténe. Aktivni transkripce postupné silila s nejvySsi arovni v pachyténe a diploténe.

Na detailnich snimcich znacené gonady ziskanych za pomoci konfokalni mikro-
skopie jsme si vSimli velmi zajimavé struktury EU inkorporace na chromozomech. Chtéli
jsme tento jev blize proSetfit a rozhodli jsme se pro snimani pomoci super-rezolu¢niho
mikroskopu. Zvolili jsme mikroskopii se strukturovanym osvétlenim SIM (Structured
lllumination Microscopy), jenZz umoznuje ziskat obrazky s jemnéjSimi detaily o rozliSeni
okolo 100 nm (Gustafsson, 2000, Gustafsson, 2005). Ze super-rezolu¢nich snimku je
ziejmé, jak chromatin méni od pachyténe pres diploténe svou morfologii. Pachyténni
chromozomy ve formé synapse vytvareji na periferii jadra tvar klubka. Zajimavé pro nas
bylo zjisténi, Ze aktivni transkripce znacena pomoci EU je v téchto jadrech lokalizovana
na periferii chromozom. Distribuce nascentni mRNA v pachyténe a diploténe je velmi
vzorovana, takze se zda, Ze transkripce neprobiha na chromozomech rovnomérné.

Nukleo-cytoplazmaticky pomér C. elegans

Gonada C. elegans je velmi dynamicky organ. Jednotlivé zarode¢né buriky v prichodu
jednotlivymi stadii meiézy znacné méni morfologii jadra, reorganizuji cytoplazmu, vytvareji
si makromolekuly nezbytné pro oplozeni a €asnou embryogenezi. DalSim znakem, ktery
provazi buniky v gametogenezi C. elegans je postupné zvySovani velikosti bunék. Zacatek
tohoto chovani je viditelny pravé v pozici ohybu gonady. Z naSich pfedchozich vysledku
je vidét, Ze tato oblast je v gonadé transkripéné nejvice aktivni. Nasim dalSim cilem se
proto stalo blizSi prozkouméani zmén jaderné morfologie a jejich propojeni je s metabolis-
mem celého organu. Zamérili jsme se na zménu velikosti bunék a jader a na jejich
vzajemny vztah. Chtéli jsme ziskat data, kter4 co nejvice odpovidaji skuteénosti. Proto
jsme rozhodli provést méfeni na intaktnich tkanich v zivych jedincich C. elegans. Jedna
se o velmi unikatni pfistup vyZadujici Spi¢kovou techniku vicebarevné fluorescenéni
mikroskopie. PFipravili jsme si kmen C. elegans, ktery exprimuje fluorescenéné znacenou
cytoplazmatickou membranu [GFP-PH(PLCdeltal)], lamin B (YFP-LMN-1) a chromatin
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(mCherry-H2B). Gonady byly snimany ve 3D na konfokalnim mikroskopu pomoci vodniho
objektivu se zaméfenim na ohyb gonady a oocyty v proximalni ¢asti. YFP znaCeny lamin
jasné urcil kontury jadra. Signal z GFP znacené cytoplazmatické membrany nam poslouzil
pro definovani obrysu bunék a nasledné pro méreni jejich objemu. Pro poméfeni velikosti
jader a celych bunék jsme nasnimali obrazky gonad, které byly segmentovany a rekon-
struovany ve 3D pomoci programu Amira 6.2 od FEI. Pro ziskani objemu cytoplazmy (C)
byl objem buriky (B) zmenSen o objem jadra (J): C = B - J. Z naSich vysledku je patrné,
Ze cytoplazma roste rychleji nez jadra, ktera se v priméru od pachyténe az k poslednimu
oocytu zvetsi pfiblizné desetkrat, cytoplazma se zvétsi stokrat. To se projevuje na sniZuji-
cim se nukleo-cytoplazmatickém poméru, ktery u -1 oocytu spadne skoro na desetinu své
hodnoty v pachyténe.

V navaznosti na rostouci velikosti zarode¢nych bunék v gonadé jsme se dale roz-
hodli zdokumentovat rozméry bunék v procesu hned nasledujicim, tedy embryogenezi,
kde naopak dochéazi k postupnému zmenSovani jednotlivych blastomer v ramci vyvoje.
VnéjSi obal embrya C. elegans se béhem embryogeneze nezvétSuje. S kazdym rozdéle-
nim blastomer se tak velikost bunék zmenSuje. Pro méfeni objemu jader a celych bunék
byl zvolen kmen OD95, ktery exprimuje zna¢eny chromatin (H2B-mCherry) a cytoplasma-
tickou membranu [GFP-PH(PLCdeltal)]. Objemy byly opét méfeny manuéalné po jedno-
tlivych vrstvach. Velikost jednotlivych blastomer v prvnich tfech buné&nych déleni b&éhem
embryonalniho vyvoje podle oCekavani razantné klesa. ZmenSuje se i velikost jader, i
kdyz oproti cytoplazmé velmi pozvolné. Nesouladné snizovani jaderného a bunécného
objemu se projevilo v nukleo-cytoplazmatickém poméru, ktery ma vzrlstajici tendenci.
Napadné je uchovani mensi cytoplazmatické velikosti pohlavni linie (P) oproti sousedni
somatickeé linii (AB) v prabéhu embryogeneze.

Diskuse

Separace parentélnich genomu v éasném embryu C. elegans
Rodi¢ovské chromatinové domény zlstavaji po oplozeni prostorové oddéleny v zygoté a
v dvoubuné¢éném embryu. Az ve stadiu Ctyfbunééného embrya jsou parentélni chromati-
noveé domeény jiz promiseny. NaSe pozorovani vyvolava fadu otazek, jako je tfeba, proc
nedochazi k promiseni rodi€ovskych genomi mnohem dfive. Co se zygoty tyce, odpoved
je nasnadé. Vnitfek prvojader je chranén pfed promichanim jadernym obalem, ktery u C.
elegans zustava celistvy az do tvorby a vyrovnani metafaznich rovin obou prvojader
(Gorjanacz and Mattaj, 2009). Rychlé a fizené pohyby chromozomu béhem néasledné
anafaze se nezdaji byt slucitelné s chromatinovym promichanim. Nicméné neni jasné,
pro¢ rodiCovské chromatiny setrvavaji oddéleny v AB a P1 blastomerach, jakmile je
zygotické déleni ukonceno. Je mozné, Ze existuje mechanismus, ktery aktivné zabrariuje
chromatinovému promiseni ve dvoubunécném embryu, pravdépodobné na zakladé epi-
genetickych modifikaci. A¢koliv se vyskytuji studie popisujici rozdily v post-translanich
modifikacich histond mezi otcovskymi a materskymi prvojadry, zejména v nedostatku
trimetylace H3K79m a acetylace H4K16 na paternalnim chromatinu, tyto rozdily se rychle
vyrovnavaji, takze modifikace specifické pro otcovské histony ve dvoubunécném stadiu
dosud nebyly popsany (Samson et al., 2014).

Bez ohledu na molekularni mechanismus tohoto procesu se zda ziejmé, Ze pro to,
aby mohlo k promiseni dojit, je potfeba vytvofit ¢asovy prostor. Mobilita chromatinu v S
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fazi v sav€ich burkach se jevi spiSe omezena (Walter et al., 2003). Z nasi prace vyplyva,
Ze prostorové usporadani chromatinu je b&éhem mitézy v ¢asném embryu C. elegans do
znacné miry uchovano. Na tomto zékladé navrhujeme hypotézu, Ze doba mezi dekonden-
zaci chromatinu po mitéze a zahdjenim S faze, tedy pfipadna G1 faze, je prave tim fakto-
rem v procesu promiseni rodi¢ovského chromatinu u tohoto organismu. Tato mySlenka je
v souladu s predchozimi vysledky, které ukazuji, Ze mobilita chromatinu v sav€ich bun-
kach je vysSi v G1 fazi nez ve zbytku buné&ného cyklu (Thomson et al., 2004, Walter et
al., 2003).

Na savc€ich bunkéch v kultufe bylo popséno, Ze k rozsahlému pfeusporadani chro-
matinovych pozic dochazi béhem prometafaze (Strickfaden et al., 2010). V nasi studii
jsme v této fazi buné&ného cyklu nepozorovali vyznamné preskupeni zna¢enych chromo-
zomU. Duvod tohoto rozdilu zustava nejasny. AvSak se muZzeme domnivat, Ze svoji roli v
tomto jevu hraje pozdéjSi rozpad jaderného obalu béhem mitézy v ¢asném (< 30 bunék)
embryu C. elegans (Lee et al., 2000) a Ze uchovani téchto jadernych struktur az do
pocatku anafdze muze omezovat a fidit chromatinové pohyby.

Dale jsme pozorovali reprodukovatelnou rotaci chromatinové masy v pozdni ana-
fazi a telofazi zygotického déleni. Zobrazovani P granuli a polovych télisek nam pomohlo
odhalit, Ze rotaci podstupuje celé embryo, které se otaci uvnitf vaje€ného obalu. Otaceni
okolo anterior-posteriorni osy je stale stejnym smérem. Podobné pozorovani bylo
popsano ve studii vyuZivajici kortikalnich granuli a GFP-NMY-2 jako navigacni znacky
(Schonegg et al., 2014). Autofi tohoto ¢lanku uplatnili neménnou orientaci této rotace v
ur¢eni vnitfni chirality komponent uvniti jednobunétného embrya. Dale navrhli, Ze tato
chiralita by mohla poskytnout voditko pro utvofeni pravolevé asymetrie v pozdéjSim
stadiu.

Transkripéni aktivita v gonadé C. elegans

Ackoliv je zifejmé, Ze maternélné vyprodukované mRNA a proteiny se musi uskladnit v
oocytech pro spravny vyvoj embrya, plnohodnotna charakterizace jejich syntézy neni u C.
elegans dosud objasnéna.

Pomoci metody smRNA FISH jsme detekovali transkripéni aktivitu vybranych gena
ve stfedni Casti gonady, tedy v pozdni pachyténe a diploténe. RNA polymeraza Il se
rovnomérné akumuluje na chromatinu ve vSech fazich meiotické profaze kromeé diakine-
ze, kde je RNA polymeraza Il pfitomna pouze v nukleoplazmé. Tento vysledek z velké
¢asti neodpovida zobrazeni transkripce pomoci sSmRNA FISH, kde jsme v distalni ¢asti
gonady nedetekovali Zzadnou transkripéni aktivitu. Jedna se totiz o techniky s odliSnymi
atributy. Obohaceni chromatinu o RNA polymerazu Il nam nepodé pfesnou informaci o
aktivité transkripce tak, jako metoda smRNA FISH. Fosforylace serinu5 na CTD doméné
RNA polymeréazy 1l znadi iniciaci transkripce. Zda se, Ze RNA polymeraza Il je mezi mito-
tickou Casti a diploténe rovnomérné navazana, tfebaze nedochazi k elongaci. SmRNA
FISH na druhou stranu vykazuje expresni Udaje jen vybranych transkriptQ.

Znaceni RNA pomoci inkorporace EU nam umoznilo ziskat hodnotné informace o
globalnim stavu genové exprese v celé gonadé C. elegans. Timto jsme potvrdili vysledky
ziskané pomoci metody smRNA FISH dvou vybranych transkriptu.

NaSe vysledky lokalizace meiotické transktipéni aktivity v gonadé C. elegans kores-
ponduji s daty z jinych studii odliSnych organismu. Transkripce u savcu také postupné
stoupa pocatkem profaze | a vrcholi v pozdni pachyténe a diploténe (Page et al., 2012).
Stétkovité (lampbrush) chromozomy u obratlovel (mimo savce) a nékterych bezobratlych,
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které jsou pfitomny v diploténnich jadrech, disponuji zvySenou transkripéni aktivitou
(Gaginskaya et al., 2009). Zajimavé projekty pochazeji i z rostlinné FiSe. U mikrosporocyt(
modFind byla zjiSténa korelace mezi transkripéni aktivitou a stavy chromatinové dekon-
denzace v diploténe, ktera u tohoto druhu trva 5 mésict (Kotowerzo-Lubnau et al., 2015).
Homologni chromozomy v pachyténe jsou spojeny v synapsi za pomoci synaptonemalni-
ho komplexu. Struktura synapse je charakteristicka tim, Ze z proteinové kostry vybihaji do
strany chromatinové smyc¢ky. Pomoci super-rezoluéni mikroskopie se nam podafilo ziskat
detailni snimky zachycujici transkripci jako nehomogenni proces v rdmci chromozomu.
Pachyténni chromozomy vykazovaly expresni aktivitu na svém obvodu, zatimco centralni
¢ast chromozomu byla aktivni vyrazné méné. Podoba této struktury podnécuje k mysSlen-
ce, Ze transkripéni aktivita je lokalizovana predevsim ve smyckach synapse. MoZnosti
zhorSené penetrace zna¢enych EU molekul je nepravdépodobna, jelikoz chromozomy v
diploténe byly znageny celé. Vzorovana struktura inkorporace EU naznacuje, Ze chromo-
zom disponuje misty s riznymi mirami transkrip&ni aktivity.

Ze super-rezolu¢nich snimkd je dale patrné, jak se méni chromatinova morfologie
v pachyténe a diploténe. Chromatin v diploténe je jasné rozvolnénéjSi neZz chromatin v
pachyténe. Praveé stupen dekondenzace chromatinu maze hrat dalezitou roli v navySeni
transkrip&ni aktivity diky pfistupnosti chromatinu transkripéni masinérii. Diploténe je cha-
rakteristick& pro pocatek separace homolognich chromozoma (desynapse) diky rozpadu
synaptonemalniho komplexu. Mechanismus dekondenzace chromatinu v této fazi je ne-
znamy. Pravdépodobné v ném hraji svou Ulohu reorganizacni procesy kondenzind, kohe-
zind a dalSich DNA vazebnych protein na chromatinu a synaptonemalnim komplexu
(Chan et al., 2004, Crawley et al., 2016). Hlavni protein synaptonemalniho komplexu SYP-
2 se po fosforylaci MAP kindzovou drahou odvazuje (Nadarajan et al., 2016) a ziejmé se
ucastni chromatinového rozvolnéni v pfechodu mezi pachyténe a diploténe.

Nukleo-cytoplazmaticky pomér u C. elegans

Usek kolem ohybu gonady C. elegans se zda byt znaén& metabolicky aktivni. Pro proset-
feni souvislosti zvySené transkripéni aktivity v ohybu gonady s nukleo-cytoplazmatickym
pomérem jsme se zameéfili na méreni bunécnych a jadernych velikosti. U obojzivelnika a
Drozofily m& nahla zména nukleo-cytoplazmatického poméru ve stadiu stfedni blastuly
zasadni vliv na aktivaci transkripce embryonalnich gend (Lu et al., 2009, Newport and
Kirschner, 1982).

Snimanim gonéd Zivych jedinct C. elegans ve 3D jsme ziskali data pro kvantifikaci
jadernych a cytoplazmatickych objem(. Zasadni narust objemu za¢ina od druhé poloviny
diploténe a stale narustd az k -1 oocytu. Velikost jader se v prubéhu zvétSuje pomaleji
nez velikosti cytoplazmy. Tento jev se promita do nukleo-cytoplazmatického poméru,
ktery se tak sniZuje s postupem bunék proximalnim smérem. Na zakladé naSich vysledk
se nukleo-cytoplazmaticky pomér neukazuje jako faktor, ktery pfimo ovliviiuje transkrip&ni
metabolismus v gonadé C. elegans. SpiSe by se mohlo jednat o vliv opa¢ny. Produkované
transkripty a proteiny jsou z cytoplazmy bunék v pachyténe a diploténe transportovany do
rachis, odkud jsou pomoci aktomysinového proudéni distribuovany do bunék. To mize
mit za nasledek zvySujici objem cytoplazmy. Toto rozdélovani makromolekul funguje jen
do doby, kdy jsou cytoplazmy oocytu spojeny s rachis. Proximalni oocyty pfijimaji Zloutko-
vé lipoproteinové partikule vyprodukované stfevnimi burikami (Kimble and Sharrock 1983)
v procesu receptorem zprostfedkovana endocytdza (Grant and Hirsh 1999). Tento zdroj

45



ma pravdépodobné nejvétsi viiv na zvysujici se velikost bunék, které v diakinezi rostou
nejrychleji.

Oogeneze a embryogeneze u C. elegans jsou z hlediska zmén velikosti jader a cy-
toplazmy procesy obracené. Z nasich vysledkt embryonalniho vyvoje do osmibunééného
stadia je patrné, Ze nukleo-cytoplazmaticky pomér blastomer s kazdym bunéénym déle-
nim stoupd. To je dano strmé&jSim poklesem velikosti bunék oproti jadrim. Z hlediska ja-
derné architektury se nabizi velmi zajimava otazka, jak se disledkem stéle zvySujiciho
nukleo-cytoplazmatického poméru méni vyssi uspofadani embryonalniho chromatinu.
VétSi objem jadra znamend i vétSi jaderny povrch. Obal jadra miazZe byt osazen vétSim
poctem jadernych poru uréenych pro komunikaci mezi nukleoplazmou a cytoplazmou a
tim zvysit efektivitu genové exprese.

Shrnuti

Ve své disertacni praci jsem se na modelovém organismu C. elegans zabyvala studiem
separace a promiseni rodi¢ovskych chromatini v ¢asném embryu, zygotickou rotaci,
transkripéni dynamikou v meiéze a bunéénymi a jadernymi objemy a jejich vzdjemnému
vztahu v gametogenezi a Casné embryogenezi.

Dosazené vysledky jsou shrnuty v nasledujicich bodech:

. matefsky a otcovsky chromatin po oplozeni setrvavaji v jadfe oddélené i ve dvou-
buné&ném embryu; k promiseni dochazi kratce po zahajeni bunééného cyklu ve &tyibu-
nééném stadiu.

. béhem zygotické cytokineze podstupuje celé embryo reprodukovatelnou rotaci o
180° v anterior-posteriorni ose.

. transkripéni aktivita zarodecnych bunék v gonadé dosahuje svého vrcholu ve
stadiu pozdni pachyténe a diploténe, kdy dochazi k dramatické restrukturalizaci chromo-
zomd, poté v diakinezi skokové klesa na minimun.

. nuklocytoplazmaticky pomér zarode¢nych bunék v gonadé postupné klesa, zatim-
co v embryogenezi stoupa.
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Perli éky ze Skolnich lavic

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

.V predsnatkové poradné mizeme doporucit rodi¢um, aby se bud zfekli planu na
potomstvo, nebo néco jiného.”

*k%

.U muze dozrava Ctyfikrat vic pohlavnich bunék nez u Zeny, tj. asi 4 spermie za mésic.”

*k%

.Pohlavné se rozmnoZovaly uZ ryby, ale tam to bylo mimodélozZni.“

*k%

.Ke genomovym mutacim pohlavniho chromosomu X patfi Kleinefelneriv snydrom,
TurnerQv syndrom a tak zvana sex-bomba*

*k%

»Histony jsou tvofeny globularnimi ¢asticemi, které jsou tvofeny histony.”

51



eppendorf

Mrazive CryoCube® F740hi

Nejuspornéjsi model hlubokomrazicich boxu na trhu.




NOVA GENERACE )
TECHNOLOGIE REVERZNI TRANSKRIPCE
EvoScript Master Mixes

Produkty EvoScript jsou vhodné pro vysoce specifickou
a presnou jednokrokovou RT-gPCR, zejména pro genovou expresi

YOUR MASTER MIX
MIGHT NOT BE

Pro¢ pouzit EvoScript Master Mixy

= Vynikajici citlivost RT-qPCR, = Siroky dynamicky rozsah
specifita, provedeni genové exprese

= Prace s vysoce variabilnim obsahem
a detekce patogenu i

GC paru
= Robustni vysledky pro cilovou RNA

. -, . = Variabilni délka cilové sekvence
izolovanou z riznych vstupnich

materiala = Vysoce termostabilni RT
= Vynikajici ticinnost = Kompatibilni UNG
= Casnéjsi hodnoty Cq = \yssi fluorescence

= Vyssi citlivost

Vice informaci najdete na strankéch:

www.lifescience.roche.com Roche, s.r.o,,

Diagnosticka divize

Objednévky prosim posilejte: Na Valentince 3336/4
E-mailem: prague.objednavkydia@roche.com 150 00 Praha 5

Tel.: +420 220 382 565




