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Program konference

5.2.2002

8.30 — 10.00 Registrace ucastnikli

10.00 — 10.10 Piivitani ucastniki (prof. J. Slovak, dékan PiF)
10.10 — 10.30 Zah4jeni a tivodni slovo (prof. S. Zadrazil, predseda GSGM)
Predsedajici: prof. S. Zadrazil
10.30 — 11.20 doc. V. Vondrejs, T. Capal: Genomy, proteomy a priony kvasinek
pfestavka na kévu
11.40 — 12.30 doc. J. Nosek: Linearni genofory
obéd
Predsedajici: prof. D. Vicek
13.40 — 14.30 doc. V. Ferak: Lidsky genom
prestavka na kdvu
14.50 — 15.40 prof. K. Michalova: Soucasné trendy v klinické a onkologické cytogenetice
15.40 — 15.50 Prezentace firmy Roche Molecular Biochemicals

16.00 Valné shromazdéni ¢lenut GSGM

19.00 Ptatelské posezeni v univerzitnim klubu (rektorat MU Zerotinovo nam. 9)

6. 2. 2002

8.00 — 9.00 Postery
Predsedajici: doc. P. Pikdlek
9.00 — 9.50 doc. J. Doskaf: Prokaryoticky genom
ptestavka na kavu
10.10 - 11.00 dr. J. Forejt: Projekt mySiho genomu
11.10 —12.00 prof. P. Hotin: Analyza genomu hospodaiskych zvitat
obéd a kava
Predsedajici: prof. Miadokova
13.30 — 14.20 doc. M. Ondrej: Genom Arabidopsis
14.30 — 15.20 dr. J. Fajkus: Genomika v koncich — pokroky a perspektivy v biologii telomer

Postery budou vystaveny béhem jednani konference v ptilehlych prostorach pod stejnymi
Cisly jako ve sborniku.



ABSTRAKTA PLAKATOVYCH SDELENI

(abstrakta byla vytiSténa bez jazykové tpravy)



GENETIKA CLOVEKA A ZIVOCICHU

1. R. Aixnerova, S. Gregorova, P. Divina, J. Forejt
(Ustav molekularni genetiky AV CR a Centrum integrované genomiky, Praha)
Piiprava a vyuZiti chromosomalnich substitu¢nich kment dvou mySich

poddruhu, Mus musculus musculus a Mus musculus domesticus.

Genetickd analyza kvantitativnich znaki laboratorni mySi se v posledenich letech
zafadila mezi prioritni programy funkéni genomiky predevSim diky moznosti
celogenomového skenovani pomoci mikrosatelitovych lokust a novéji pomoci
jednonukleotidovych polymorfismi (SNPs). Pozi¢ni klonovani QTL vSak narazi na
dva problémy: Pokud je fenotypovy znak kontrolovany vice nez dvéma geny, pak
kriticka oblast kandidatnho genu je pfili§ velkd, obvykle 10 az 20 c¢cM. Druhym
omezenim je fakt, Ze vétSina laboratornich inbrednich kment je geneticky vzajemné
podobna a proto Skala fenotypovych variaci a genetickych polymorfisma je omezena.
Moznym feSenim obou problém by mohly byt mezidruhové chromosomalni
substitu¢ni kmeny (ICSS). V nasi laboratofi pfipravujeme serii 21 ICS kmentl s
genetickym pozadim kmene CS57BL/6 (ktery pochéazi pievdzné z Mus musculus
domesticus) a s konkrétnim chromosomem (1 az 19, X , Y) substituovanym z kmene
PWD/Ph (ktery pochéazi z jiného (pod)druhu, Mus musculus musculus). Genomy
obou mysich (pod)druht se vyvijeji separatné po dobu 1 milionu let a tato separace je
pficinou vysoké frekvence DNA polymorfismi a fenotypovych rozdili mezi obéma
formami. Frakcionace genomu PWD/Ph kmene do 21 podsouborl, které jsou
identické s jednotlivymi chromosomy, tak vyrazn€ usnadiiuje identifikaci QTL v
genomu a jejich presnéj§i mapovani, coz je nezbytnym predpokladem pozi¢niho
klonovani. Metodika pfipravy ICS kmenl a sou€asny stav jejich konstrukce bude
pfedmétem sdéleni. Na piikladu X-vézaného genu pro hybridni sterilitu bude
demonstrovana rozdilnd rozliSovaci schopnost klasické QTL analyzy a zpétného

kifzeni (C57BL/6 x C57BL/6-XP" ICSS)xC57BL/6.



2. S. D. Dimitrov, J. Forejt
(Ustav molekularni genetiky AV CR, a Centrum integrované genomiky, Praha)

Expresni profil a intergenova struktura genii Brcal a Nbrl u mysi a ¢lovéka.

BRCAI (breast cancer susceptibility gene 1) je tumor supresorovy gen slouzici pti opravach
poskozené DNA a pii udrzovani integrity genomu. Germinalni mutace tohoto genu
predstavuji hlavni rizikovy faktor pro vznik rakoviny prsu a vajec¢niki. Hladiny BRCAI
mRNA a proteinu jsou signifikantné sniZzeny u sporadickych rakovin prsu ve srovnani s
normalni mléénou zlazou. Mechanismus snizeni exprese neni zndm. Lidské geny BRCAI a
NBR2 (next to BRCAI gene 2) a homologni mys$i geny Brcal a Nbrl (next to Brcal gene 1)
jsou situovany head-to-head na lidském chromosomu 17q21 a na my$im chromosomu 11.

V této praci jsme analyzovali expresni profily Brcal a Nbrl mRNA isoform v pribc¢hu mysi
spermatogeneze[1]. Nové identifikovana a evolu¢né konservovand isoforma Nbrl(a)
transkriptu vykéazala 18-ti nasobn¢ vyssSi steady-state hladinu nez konstitutivni Nbri(1b)
forma a jeji exprese byla omezena hlavné na spermatidy. Expresni profil Brcal genu byl
paralelni s Nbri(1b). Nbri(la) mRNA nebyla signifikantné exprimovana v normalnich
somatickych tkanich, ale byla nalezena na seznamu cDNA kloni z lidské myeloidni linie.
Nov¢ definovana intergenova oblast (289 bp) mezi Nbrl a Brcal u mysi a potkana odpovida
dobfe homologni lidské oblasti BRCAI — NBR2 (218bp). Vzhledem k bezprostiednimu
kontaktu obou genti a vzhledem ke zjisténi kvazi-reciproké exprese Brcal a Nbrl v mysi
spermatogenezi, jsme se rozhodli ovétit vztah exprese genlt BRCA1, NBRI a NBR2 na panelu
permanentnich bunécnych linii a na primarnich bunéénych kulturach odvozenych z lidskych
karcinomti mlécné zlazy a z normalni mlééné zlazy. Analyza odhalila vysoce signifikantni
snizeni exprese BRCAI v jedenacti ze dvanacti vySetfenych nadorovych bunéénych linii a
primarnich bunécnych kultur ve srovnani s normalnimi butikami mlécné zlazy. Ob¢ isoformy
NBRI1(14) a klasické NBRI(1B) transkripty byly nalezeny v bunkach odvozenych z nadord
prsu, avsak ve vSech pripadech byla jejich exprese sniZzena vzhledem k normalnim buikam.

1. Dimitrov, S., M. Brennerova, a J. Forejt,. Gene, 2001. 262: 89-98.



3. P. Divina, C. VI&ek, V. Pades, J. Forejt
(Ustav molekularni genetiky AV CR a Centrum integrované genomiky, Praha)

Analyza genové exprese bunék mySiho varlete pomoci metody SAGE.

Sériova analyza genové exprese vyuziva kratkych nukleotidovych usekt (10 bp tagh)
na definované pozici v transkriptech k identifikaci exprimovanych geni. Ligace tagi
do konkatemeri a jejich sekvenovani umoziuji ziskat kvalitativni a kvantitativni
profil genové exprese ve studované tkani. V praci byl analyzovan genovy expresni
profil fertilniho varlete dospelych mysi z kmene C57BL/6. Bylo osekvenovéno pies
25 000 transkripcnich tagl a vytvotfena referencni databdze genii exprimovanych ve
fertilnim mysSim varleti. Po osekvenovani 50 000 tagh budou v expresnim profilu
zachyceny stiedné az velmi abundantni transkripty. Databdze bude pouzita pro

srovnavani genové exprese pii studiu mysi sterility.



4. J. Dvoiak', I. Vrtkova', V. Matousek?, L. Putnova'
('Ustav genetiky MZLU v Brng, 2ZF JU Ceské Budg&jovice)

Polymorfismus tFi genii u vytvareni superplodné linie prasat.

Na zakladé vysledkt z VaV projektu MZe CR &. EP 9282 byl v roce 2001 zahajen
projekt ,,Tvorba superplodné linie prasat™ (SPL). Pfi vybéru prasnic a kanci do SPL
jsou vyuzivany molekularné genetické markery = geny, jejichz polymorfni genotypy
maji zjisSténou asociaci s nékterymi znaky plodnosti. Jsou to geny:

CRC (calcium release channel) — vhodné genotypy NN

Asociovan s odolnosti ke stresim, mnozstvim libového masa a vyskytem vady masa
PSE. Pro uroven Slechténi je nejvyhodnéjsi genotyp NN, u jateCnych prasat genotyp
Nn.

ESR (estrogen receptor) — vhodné genotypy DD

Asociovan s po¢tem narozenych selat ve vrhu. U prasnic, matek jate¢nych prasat by
mély byt genotypy DD a CD.
FSHB (follicle stimulating hormone-beta) — vhodné genotypy BB

Asociovan s po¢tem narozenych selat v jednotlivych vrzich a celoZivotnim poctem
selat. U prasnic v uzitkovych chovech bude nejvhodnéjsi haplotyp ESR/ FSHB:
DD/BB.

Frekvence genotypll u matefskych plemen prasat: Bilé uslechtilé a Landrase (%)

CRC ESR FSHB
plemeno | NN Nn cC CD DD AA AB BB
BU 97 3 62 30 8 5 33 62
L 95 5 98 2 - 8 58 34

Témeét 100% zastoupeni genotypi CRC NN u obou matetskych plemen bylo dosazeno
vybérem téchto genotypl u rodiovské generace. U genu ESR je zajimavé chybéni
genotypit DD u plemene Landrase. Gen FSHB vykazuje velmi podobné rozvrzeni
genotypl u obou plemen.

Vysledky byly ziskané s podporou projektu MZe CR QD 1039.



5. J. Dvor4ak', I Vrtkova', A. Filistiwicz’, A. Kiibek’, T. Szulc*, V. Rehout®
(lUstaV genetiky MZLU v Brné, AR Wroclaw, ’SPU Nitra, ‘AR Szczecin, *ZF JU
Ceské Budgjovice)

Frekvence a asociace genotypi PRNP u skotu

Gen prionového proteinu — PRNP — je u skotu lokalizovan na 13. chromozomu (u
¢lovéka na 20., u ovee na 13., u kocky na 3.). Aberantni forma prionového proteinu
PrP* zpiisobuje neurodegenerativni onemocnéni: u skotu BSE (bovinni spongiformni
encefalopatie), u lidi nv CDJ, ovci scrapie, kocek FSE atd.

PRNP gen zahrnuje 3 exony. Ve tfetim exonu PRNP je znam polymorfismus
v repeticich 24bp a podle repetic AMK v PrP se Casto nazyva ,oktarepeatovy
polymorfismus®. Alely se oznacuji podle repetic AMK jako PRNP 5, 6 a 7. V nasi
praci jsme detekovali alely PRNP 5 a 6 u raznych plemen skotu v CR, Polsku a na
Slovensku.

Frekvence genotypti PRNP u nékterych plemen skotu v CR, Polsku a SR

genotypy PRNP
plemeno ks T 6/5 5/5
Ceska &ervinka 64 57 7 0
Polska ¢ervinka 63 51 12 0
Ceské strakaté 113 |96 16 1
Cernostrakaté 10 10 0 0
Pinzganskeé 13 13 0 0
Charolais 29 26 2 1

Genotypy PRNP 5/5 povazuji nékteti autofi za ptivodni. Vysoka frekvence genotypl
PRNP 6/6 v naSich zjisténich se shoduje sudaji jinych autorti. Podle recentnich
literarnich 0idajh se u zvitat s prokdzanou BSE nevyskytl genotyp PRNP 5/5 (Premzl
et al. 2000).

U plemennych byki v CR jsme vyhodnotili jejich plemenné hodnoty pro mléénou
uzitkovost s genotypy PRNP.

Genotypy PRNP plemennych bykt a jejich plemenné hodnoty.

plemenni odet PH mléka | PH tuku |PH tuku|PH bilk.|PH bilk. | RPH
byci P kg % kg % kg bilk. kg
celkem 30 204,58 -0,13 2,65 -0,026 7,68 93,38
podle

genotypl

5/6 10 110,70 -0,075 |1,30 -0,068 3,20 86,60
6/6 20 298,45 -0,185 4,00 0,016 12,15 100,15

Vysledky byly ziskané s podporou VZ MSM 432100001.




6. J. Forejt, Z. Trachtulec, J. Krizan, S. Gregorova, R. Aixnerova, S. Dimitrov,
T. Vacik, J. Pislek', P. Divina

(Ustav molekularni genetiky AV CR a Centrum integrované genomiky, Praha; 'Ustav
biologie obratlovci AV CR, Brno)

Genetika reprodukéni izolace mySich druhi Mus m. musculus a Mus m.

domesticus.

Reprodukéni isolace mezi riznymi druhy znemoziiuje vyménu genetické informace
mezi jejich genomy a tak umoznuje jejich fenotypovou i genotypovou diferenciaci.
Mysi model hybridni sterility patii k nejlépe analyzovanym [1] i kdyZ podstata
genetickych interakci, jejichz vysledkem je neplodnost hybridi zGstava znacné
nejasna. KfiZzenim samcl laboratornich mySi inbredniho kmene C57BL/10
(pochazejiciho ptevazneé z Mus msuculus domesticus (pod)druhu) a samic kmene
PWD/Ph (pochazejiciho z Mus musculus musculus (pod)druhu) vznikaji neplodni
sam¢i potomci, hybridni samice jsou fertilni. Z ¢etnosti neplodnych saméich potomki
zpétného kiizeni (PWD x C57BL/10)x C57BL/10 byla pfedpovézena tcast tii silnych,
nezavisle segregujicich lokust, z nichz dva byly tspé$né lokalizovany v genomu. Gen
Hybrid sterility 1 (Hst/) byl mapovan na chromosom 17 diky polymorfismu mezi
laboratornimi kmeny jiz v roce 1974 [2] a jeho pozi¢ni klonovani pokrocilo do stadia
ovéfovani kandidatnich genti v kritické oblasti 280 kb [3]. Druhy Hst lokus byl
identifikovan celogenomovym skenovanim vice nez 150 mikrosatelitovych lokust
plodnych a neplodnych samdéich potomka zpétného kiizeni (PWD x C57BL/10)x
C57BL/10 do proximdlni oblasti chromozomu X. QTL analyza této oblasti naznacila,
ze oblast nese dva nebo vice Hst genll a jejich detailngj$i mapovani bude umoznéno
rekombinaéni analyzou interspecifického substituéniho kmene C57BL/6-X""P.
Identifikace a pozi¢ni klonovani Hst genl tak umozni prvni pohled na genetické
mechanismy podmifujici vznik nového druhu.

1. Forejt, J., Hybrid sterility in the mouse. Trends Genet, 1996. 12: 412-7.

2. Forejt, J. and P. Ivanyi, Genet Res, 1974. 24: 189-206.

3. Trachtulec, Z., et al.,, Mamm Genome, 1997. 8: 312-6.



7. S. Gregorova, M. Landikova, P. Divina, T. Vacik, G. Churchill’, J. Forejt
(Ustav molekularni genetiky AV CR a Centrum integrované genomiky, Praha; 'The
Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA)

Celogenomové skenovani modifikatori perinatalni letality mysi s deleci genu pro

M6P/IGF2R receptor.

Receptor pro Manoso-6-fosfat-insulinu podobny rastovy faktor 2 (M6P/IGF2R) vaze
glykoproteiny nesouci M6P a Insulinu-podobny ristovy faktor 2 (IGF2) a transportuje
je do lysosomii pro degradaci. Receptor je kodovan imprintovanym, maternalné
exprimovanym genem /gf2r. U ¢loveéka je tento gen povazovan za tumor-supresorovy
gen u rakoviny prsu, hepatokarcinomi a jinych zhoubnych nador@. Pfirozena delece
Igf2r genu u mysi (7" nebo “*?) nebo jeho knock-out nemaji patologicky fenotyp,
jsou-li pfenaSeny na potomky ze samce. Pokud ale jsou maternalniho ptivodu, pak
ptisobi fetalni nebo perinatalni letalitu.

V predchozi praci [1, 2] jsme prokazali, 7e letalni piisobeni maternalni 7" delece lze
modifikovat mezidruhovou hybridizaci T samic a PWD/Ph (Mus m. musculus)
samci. Zde je dale zjiSténo, Ze geny samce PWD/Ph mohou potlacit letalitu
maternalng odvozené delece /“ a Igf2r- knock-outu. Analyzou F, generace (Igf2r- x
PWD) x (Igf2r- x PWD) jsme identifikovali zivotaschopné jedince Igf2r-/ Igf2r-, 1
kdyz jejich frekvence byla vyznamné nizs$i nez ocekavanych 0,25. K identifikaci
hlavnich supresorii letality jsme pfipravili celogenomové skenovani souboru 221
samcl zpétného kiizeni (C3H x PWD) x C3H. Kazdy BC; samec byl testovan
kifZenim se samicemi +/7"7 na frekvenci zivotaschopnych potomkii s materndlné
odvozenou T"deleci. Takto definovana frekvence prezivani T/+ potomki byla
povazovana za kvantitativni znak QTL typu multilokusové genetické analyzy. Test
byl dokoncen pro 199 samct, ktefi zplodili vice nez 10 000 potomki. Jeden
supresorovy lokus (Motvi, Modifier of Tme viability) velkého u€inku byl mapovan na
chromosom 3. Dalsi dva lokusy byly lokalizovany na chromosomech 2 a 11.

1. Forejt, J., S. Gregorova,. Cell, 1992. 70: 443-50.
2. Forejt, J., et al., in Genomic imprinting. Causes and consequences, M. Ritzen,
Ed. 1995, Cambridge Univ. Press, Cambridge, New York. p. 29-46.
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8. M. Kosafova', H. Blazkova', H. Havelkova', V. Kral?, M. Lipoldova'
('Ustav molekularni genetiky AVCR, Flemingovo ndmésti 2, 166 37 Praha 6;
*Krajska hygienicka stanice, Moskevska 15, 400 78 Usti nad Labem)

Geneticka analyza exprese IgE.

Systém imunoglobulinu E (IgE) a jeho receptorti se vyvinul jako mechanismus
chranici savce proti parazitim. Né&které bézné, pivodné neSkodné antigeny vSak
mohou tento systém provokovat k alergické odpovédi. ZvySené hladiny IgE v séru
jsou charakteristické pro tzv. atopickd onemocnéni, mezi kterd fadime alergickou
(sennou) rymu, atopicky ekzém a astma. Vyskyt téchto chorob v poslednich 40 letech
rapidné stoupl pfedev§im ve vyspélych statech a stal se zavaznym spoleCenskym
problémem, kterému je vénovana intenzivni pozornost. Na vznik a vyvoj atopii ma
vliv mnoho faktord, napf. vyskyt alergenii v zivotnim prostfedi, styl Zivota a v
neposledni fad¢ geneticka predispozice. Vysledky fady genetickych studii ukazuji, Ze
produkce IgE je ovliviiovdana mnoha geny s riznymi G¢inky. Vysledky genetickych
analyz se vSak liSi u riznych populaci a etnickych skupin.

Cilem naseho projektu je identifikovat lokusy, které kontroluji produkcei IgE v Ceské
populaci. U ucastnikt studie (soubor 78 ceskych rodin, 319 osob — atopiku i
neatopikll) byly zméfeny hodnoty IgE v séru, Phadiatop a specifické IgE, a dale byli
genotypizovani pomoci 10 mikrosatelitnich markert (IL-9, IRF1, CSF1R, FCERIB,
FGF3, IFNG, IGF1, PLAGIB, D2S2298, D6S291) se signifikantni vazbou ke
kontrole exprese IgE, které byly jiz diive popsany v literatufe jinymi autory.

Pomoci mysSiho modelu (rekombinantnich kongennich kment), na kterém studujeme
vnimavost riznych mySich kmend k infekci protozodlnim parazitem Leishmania
major, jsme identifikovali nejméné 9 Lmr lokust (Leishmania major response), které
kontroluji expresi IgE po infekcei (Lipoldova et al.: Genes and Immunity (2000)1, 200-
206; Badalova et al.: Genes and Immunity, in press). Kromé jiz uvedenych markert
testujeme rovnéz nékolik novych lokust, homologickych s nékterymi Lmr lokusy, a

sledujeme vliv téchto novych homologickych lokust na expresi IgE u lidi.
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9. P. Kuglik', Z. Kalina®, E. Obrhelova®, W. Wernerova®

('Katedra genetiky a molekularni biologie, Pfirodovédecka fakulta, Masarykova
univerzita, Kotlaiska 2, CZ - 611 37, Brno; ?0Oddéleni lékarské genetiky, Fakultni
nemocnice Brno - pracovi§té Détska nemocnice, Cernopolni 9, CZ - 662 63, Brno)
Molekularné cytogeneticka a klinicka charakteristika pacienta s nadpocetnym

markerovym chromozomem idic(15).

Izodicentrické bisatelitni markerové chromozomy odvozené od chromozomu 15 -
idic(15) patii mezi nejCastéji se vyskytujici typ markerovych chromozomu. Tyto
markerové chromozomy jsou tvofeny dvéma p- rameny se dvéma centromerami,
mezi nimiz muze lezet proménlivé mnoZstvi euchromatinu, ktery pochdzi z
proximalni oblasti 15q. Fenotyp jedincii nesoucich tento markerovy chromozom muze
byt velmi variabilni, a to od osob bez jakychkoli klinickych ptiznakll aZ po osoby s
tézkymi mentalnimi a t€lesnymi poruchami.

Prezentujeme klinickou a cytogenetickou charakteristiku pacientky s nadpocetnym
markerovym chromozomem idic(15), doprovdzenym znaénymi fenotypovym
postizenim.

Molekularné cytogeneticka identifikace ptivodu markerového chromozomu prokazala
nebalancovanou chromozomadlni aberaci - parcialni trizomii Useku 15ql11-ql3 s
prokézanou trizomii lokusi SNRPN a DI15S10. Fenotypové projevy zjisténé u

probanda souvisi s touto nebalancovanou translokaci.

Tato prace vznikla za podpory grantu MSM CR 143100008.
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10. J. MareS, M. Babjuk, M. Trkova, J. Duskova, Z. Sedlacek
(Ustav biologie a lékafské genetiky 2. LF UK, V Uvalu 84, 150 00 Praha 5;
Urologicka klinika 1. LF UK, Ke Karlovu 6, 120 00 Praha 2)

Mutace genu p53 a exprese genti PAXS5 a Shb u nadori mocového méchyfre.

Néadory mocového méchyie jsou nejcastejSim urologickym nadorovym onemocnénim
a 75 % z nich je klasifikovano jako neinvazivni povrchové nadory (TCC). Progndza
pacienta v dob¢ stanoveni diagndzy je zdkladnim problémem terapie nadora
mocového méchyie a proto se stale hledaji prognostické markery ve stadiich Ta, T1 a
TIS. Pfitom nedavny vyzkum prognostického potencidlu mutaci p53 u nadori
mocového mechyre ptinesl rozporné vysledky.

Cilem ptedklddaného sdé€leni je definovat kombinaci molekularné biologickych a
histopatologickych markerti, které mohou charakterizovat biologické chovani
jednotlivych nédorG a identifikovat pacienty s rizikem nadorové progrese. Jako
sledované markery jsme zvolili hladiny exprese genit PAXS a Shb a muta¢ni status
genu p53. VysSetfili jsme u 19 pacientli s povrchovym nadorem mocového méchyie a
6 kontrolnich vzorkih mutace genu p53 v exonech 5-9 a pftilehlych intronovych
sekvencich pomoci metody SSCP a néasledného pfimého genomického sekvenovani.
Vzorky tkané byly odebirany transuretralni resekci. Genovou expresi jsme urcovali
pomoci RT-PCR.

U 14 pacienti jsme pozorovali zvySenou expresi alesponl u jednoho sledovaného
genu. 8 z nich exprimovalo oba geny ve zvySené mife. Overexprese byly pozorovana
u pacientl s naddory s vy$Sim gradem a hlubsi invazi do st€ény mocového méchyte.
Bodové mutace byly nalezeny v 16 % ptipadt (3/19). Pacienti s mutaci exprimovali
sledované geny PAXS a Shb rovnéz ve zvySené mife. Hodnotili jsme korelaci mutacni
analyzy genu p53 a expresi geni PAXS5 a Shb, které jsou lokalizovany na
choromozomu 9p21-23, s klinickymi a histopatologickymi daty. Vysledky ukazuji, ze
by analyza mutaci genu p53 v kombinaci s hodnotami exprese obou genli mohla
prispét k progndze povrchovych nadort mocového mechyte.

Podpoieno grantem IGA NC/5961-3.
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11. O. Mihola, Z. Trachtulec, J. Forejt
(Ustav Molekularni genetiky AV CR a Centrum Integrované genomiky, Praha)

Sekvenovani a transkripéni analyza mySiho Pdcd2 genu.

Gen programmed cell death 2 (Pdcd?2) byl identifikovan na mys$im chromosomu 17 v
prub&hu pozi¢niho klonovani genu Hybrid sterility 1 (Hstl) [1]. Produkt Pdcd2 genu
se skladd ze dvou domén: MYND doména Casto se vyskytujici u transkripénich
faktorti a vysoce konservovand C- terminalni doména s nezndmou funkci. Je znamo,
ze transkripce homologniho krysiho genu Rp8 se zvySuje po spusténi apoptdzy v
krysich thymocytech, nicméné u mysi takovy efekt nalezen nebyl.

V prabéhu ovéfovani mozné identity genu Pdcd? s lokusem Hstl jsme zjistili, ze
lidsky homologni PDCDZ2 gen je pravdépodobné alternativné sestiihovan, jelikoz
jsme v databazi nalezli cDNA sekvence (EST, expressed sequence tags) shodné se
sekvencemi introntl a genomickymi sekvencemi za predpokladanym koncem lidského
PDCD?2 genu. Ve snaze zjistit, zda mize byt alternativné exprimovan 1 mysi Pdcd?
gen, jsme tento gen kompletné sekvenovali. Ziskanou genomickou sekvenci, 9,1 kb
dlouhou, jsme analyzovali porovnanim s datab4dzi dbEST a homologni lidskou
sekvenci. Z analyz vyplynulo, ze konstitutivni Pdcd2 mRNA se sklada z Sesti exond.
Dale jsme nasli in silico a posléze potvrdili metodou RT-PCR novy alternativni exon
Pdcd? genu. Tento exon nahrazuje posledni dva konstitutivni exony, takze
alternativni Pdcd? mRNA nekoéduje vysoce konzervovanou C-termindlni doménu.
Navic jsme identifikovali antisense mRNA, ktera obsahuje sekvenci komplementarni
k alternativnimu exonu Pdcd? genu. Pfedpokldddme, ze tento antisense transcript
muZze v buiice regulovat pomér mezi vznikajici konstitutivni a alternativni Pdcd?2
mRNA.

1. Trachtulec, Z., et al.,. Mamm Genome, 1997. 8: 312-6.
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12. M. Prochazkova', V. Holubova?, J. Sobotka?, P. Kuglik'

('Department of Genetics and Molecular Biology, Faculty of Science, Masaryk
University, Kotlatska 2, CZ - 611 37, Brno, Czech Republic

*Department of Medical Genetics, University Children’s Hospital, Cernopolni 9, CZ -
662 63, Brno, Czech Republic)

Cytogenetic abnormalities in neuroblastoma studied by I-FISH and CGH.

Neuroblastoma (NB) is one of the most common extracranial solid malignant tumours
of children. The clinical course of neuroblastoma patients is variable and correlated
with tumour cell ploidy, presence of N-myc oncogene amplification, deletion of the
short arm of chromosome 1, and gain of chromosome arm 17q. Based on this genetic
information and the other biological parameters (age at diagnosis, stage of disease,
histology results, etc.), it is possible to define distinct prognostic categories and to
employ separate therapeutic strategies for the different groups of patients.

Recent studies have illustrated the power of comparative genomic hybridisation
(CGH) in whole genome screening for partial and whole chromosome imbalances in
NB, in particular for the analysis of low stage NB for which little genetic information
was available.

Our work summarises the results of the interphase fluorescence in situ hybridisation
(I-FISH) and (CGH analysis of 18 neuroblastoma patients. We have performed I-
FISH on fixed tumour touch imprints or bone marrow smears in order to investigate
the chromosomal region 1p36 and N-myc gene status (20 samples). 8 frozen
neuroblastoma samples were also analysed by CGH , screening whole tumour genome
for partial and whole chromosome imbalances.

The results obtained by I-FISH were found to be different from results obtained by
CGH for N-myc gene status and 1p36 chromosomal region in 1 and 3 cases,
respectively.

These results show that CGH is a sensitive method for the detection of all

prognostically relevant genetic abnormalities in neuroblastomas.

The work was supported by the grant of The Ministry of Education, Youth and Sports
of Czech Republic, grant No. 143100008.
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13. Z. Sedlacek, M. Trkova, L. Foretova, V. Krutilkova, J. Mares, P. Goetz
(Ustav biologie a 1ékatské genetiky 2. LF UK, V avalu 84, 15006 Praha 5 - Motol;
Oddéleni epidemiologie a genetiky nadortt MOU, Zluty kopec 7, 65653 Brno)
Vrozena predispozice k nadorim podminéna zarodenymi mutacemi v genu

TPS3.

U asi 5% onkologickych pacientli je mozno pozorovat napadnou genetickou
determinaci, ktera se projevuje vyssi incidenci postizeni nddorovym onemocnénim v
rodiné, Casnym nastupem onemocnéni ¢i multifokdlnim postizenim. Takova
predispozice k nddorovému onemocnéni je vétSinou podminéna zarodecnou mutaci v
nékterém z tumor supresorovych genil, ktera se dédi v pfislusném rodokmenu.
Zvysena susceptibilita k malignimu bujeni je zplsobena tim, Zze nosi¢ mutace ma
jednu alelu genu mutovanou ve vSech somatickych buiikach. Dalsi ndhodné vznikla
somatickd mutace druhé alely pak muize vyfadit gen z funkce uplné. Typické
nadorové syndromy se projevuji predispozici k uritému typu nddoru (dédi¢na
rakovina prsu, tlustého stfeva, sitnice atd.). Jiné, podstatné vzacnéjsi nadorové rodiny
naopak vykazuji §ir$i spektrum nadort. Clenové téchto rodin jsou postizeni sarkomy
mékkych tkani, osteosarkomy, mozkovymi nadory, leukemiemi, adrenokortikdlnimi
karcinomy, nadory prsu a nadory fady dalSich typl a lokalizaci. Nejhiife postizené
rodiny tohoto typu jsou diagnostikovany jako syndrom Li-Fraumeni. Za genetickou
predispozici jsou v téchto rodinadch zodpovédné predevs§im zarode€né mutace v genu
TP53. Riziko vyskytu malignit u nosi¢li téchto mutaci je vysoké: 25% do 20 let véku,
50% do 35 let a 90% do 60 let. Vnasem piispévku demonstrujeme nalezy
zarode¢nych mutaci v genu TP53 v nékolika nadorovych rodinach a vysledky analyzy
ztraty heterozygozity v lokusu TP53 v nadorech nosi¢ii. Prezentujeme také nasi
webovou databdzi vSech dosud publikovanych mutaci a diskutujeme nékteré

problémy genetického poradenstvi a nasledné péce v postizenych rodinach.

Vyzkum byl podpofen grantem IGA MZ CR NC/6513-3.
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14. D. Schlegel', H. Havelkova', P. Demant’, M. Lipoldova'

(lUstaV molekularni genetiky AV CR, Flemingovo ndm. 2, 166 37 Praha 6 ; *Division
of Molecular Genetics, The Netherlands Cancer Institute, Plesmanlaan 121, 1066 CX
Amsterdam, The Netherlands)

Hledani genii kontrolujicich odpovéd’ mysi na parazitického prvoka Leishmania

major.

Leishmaniaza je choroba zptsobena parazitem leishmanii napadajicim makrofagy obratlovci.
Poskytuje vyborny model pro zkoumani mechanismti imunitnich reakci. Cilem naSeho
vyzkumu je identifikace gent, které ovliviiuji vnimavost k tomuto onemocnéni, a nalézt k nim
homologni lidské geny.

Mechanismy onemocnéni zkoumame na mySim modelu. Pfi naSem vyzkumu jsme vyuzili dva
mysi kmeny — kmen BALB/c vnimavy k infekci L. major a rezistentni kmen STS. Ktizenim
bylo ptipraveno 20 rekombinantnich kongennich kmenti BALB/c-c-STS/Dem (CcS/Dem) tak,
aby kazdy obsahoval pfiblizné 87,5% genomu BALB/c a 12,5% genomu STS. Kmen CcS-5
vykazoval i pfes ptitomnost 87,5% genomu kmene BALB/c znaky mimofadné rezistence
k chorobé, a proto byl podroben dal$imu zkoumani. V genomu CcS-5 jsme identifikovali pét
lokusti na chromosomech 5, 6, 10, 11 a 17, pochazejicich z rodi¢ovského kmene STS, jejichz
pfitomnost koreluje s hlavnimi parametry imunitni odpovédi mySi na L. major (Genes
Immun., 1:200, 2000).

Cilem této prace je maximalni zuZeni lokusu na chromosomu 6, nalezeni kandidatnich genti a
identifikace gent kontrolujicich imunitni odpoveéd mysi na L. major. Na chromosomu 6 se
nachazeji tfi oblasti pavodu STS. Jedna oblast postrada jakoukoliv vazbu na pribch
leishmani6zy, dalsi dvé pribch choroby determinuji. Proximalnéjsi z nich ovliviiuje velikost
1ézi a mnozstvi IFN-y v séru, distaln&jsi oblast ma vliv pouze na velikost 1¢zi.

Pro jemné mapovani lokusu na chromosomu 6 jsme pouzili rekombinantni mapovani.
K presnéjsimu mapovani lokust kontrolujicich dané parametry ptipravujeme rekombinanty F,
ktizenci BALB/c x CcS-5 v dané oblasti. Hrani¢ni oblasti s neznamym plivodem mapujeme
pomoci mikrosatelitnich markerti. Identifikujeme markery polymorfni mezi BALB/c a STS a
nasledné je testujeme. Ob¢ kontrolni oblasti Sestého chromosomu se podafilo genotypizaci
vyznamné zuzit. Jeden kontrolni segment byl zuzen z 3,5 na 2,4 cM a je jiz tak uzky, ze bylo
ptikroceno k sekvenovani kandidatniho genu IL-12rb2. Druhy byl zuzen z 19,5 ¢cM na 8,0
cM.

Tato prace je podporovina grantem GACR 310/00/0760.
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15. Z. Trachtulec, C. VI¢ek, V. Paées, J. Forejt
(Ustav molekularni genetiky AV CR a Centrum intergované genomiky, Praha)
Transponovatelné mySi B1 repetice mohou formou alternativnich exoni

zvySovat komplexitu proteomu.

V pribéhu projektu pozicniho klonovani genu Hybrid sterility 1 (Hstl), ktery
zplisobuje zéastavu spermatogeneze v potomcich kiizeni mysi Mus musculus
domesticus a Mus musculus musculus, jsme ziskali pres 400 sekvenacnich Cteni z
genomovych BAC klonii pokryvajicich Hst/ oblast. Kromé novych sekvenci
mikrosateliti, pouzitych k ztzeni HstI oblasti, jsme objevili také potencialni exony,
nékteré se zajimavymi homologiemi, napt. ke CRAB, PR a C2H2 doménam.
Nasledna RT PCR a RACE analyza testikularni exprese odhalila dva typy
transkript: jeden nese vSechny tfi vySe zminéné domény, druhy pouze CRAB
doménu a je ukoncen alternativnim termina¢nim exonem, tvofenym B1 repetitivhim
elementem. Tato B1 repetice poskytuje jak 3’-sesttihovy, tak pozi¢ni polyadenyla¢ni
signal exonu. V GenBank databdzi bylo nalezeno nékolik dalSich ptiklada
alternativniho sestfihu mysich a krysich genti, za které jsou zodpovédné Bl a B2
repetice (short interspersed repeat element: SINE). I kdyz samy nekoduji protein,
mohou byt jejich sekvence sestfihany do kodujici sekvence. Tento sesttih byl jiz
popsan u lidskych SINE elementl, Alu, av§ak u mysi je jeho néalez zatim unikatni.
Tim, ze SINE zvySuji pocet putativnich proteinovych produkti exprimovanych z

jednoho genu, zvysuji tyto repetice potencidlné komplexitu sav¢iho proteomu.

18



16. T. Vacik, M. Ortl, J. Bure§1, S. Gregorova, J. Forejt

(Ustav molekularni genetiky AV CR a Centrum integrované genomiky, 'Fysiologicky
tistav AV CR, Praha)

Segmentova trisomie Ts43H: MySi model pro analyzu Fizeni exprese

imprintovanych gent a lidské aneuploidni syndromy.

Kompletni trisomie ani monosomie kteréhokoliv z autosomi neni slucitelnd s
normdlnim vyvojem a zivotaschopnosti dospélého mysSiho organismu. Jednou z
parcialnich, (segmentovych) trisomii, které jsou viabilni a ¢aste¢né plodné, je trisomie
proximalnich ¢asti chromosomu 17, Ts43H, odvozend od balancované T43H
translokace. Jednim z gen v trisomické oblasti je Igf2r, kodujici receptor pro
insulinu-podobny rastovy faktor 2. Tento imprintovany gen je v normalnim,
euploidnim, organismu exprimovan monoalelicky z alely maternalniho ptivodu. U
my$i s Ts43H trisomii je tedy mozné sledovat, jak bude fizena transkripce
imprintovaného genu v piipadé prespoCetné kopie genu bud’ matetského nebo
otcovského plivodu. Na rozdil od transgennich mysi s extra kopii imprintované¢ho
genu umoznuje Ts43H segmentova trisomie studovat funkci genu v jeho pfirozeném
chromatinovém kontextu jak na urovni transkripce tak na urovni specifické DNA
metylace.

Trisomie lidského chromosomu 21 je podstatou Downova syndromu. Ts43H vykazuje
kratkou syntenni oblast s lidskym chromosomem 21, ¢itajici asi 30 genli. Vzhledem k
tomu, Ze pacienti s Downovym syndromem, ale 1 s jinymi autosomalnimi
aneuploidiemi vykazuji rizné€ rozsahléd postiZeni intelektu, testujeme schopnost uceni
trisomickych mySi a jejich euploidnich sourozencli standardnim postupem v
Morrisové bludisti. Pokud se prokdze snizend schopnost uceni, budeme analyzovat
rozdily v expresnich profilech mozkové tkdn€ normalnich a trisomickych mysi
pomoci metody SAGE. Analyza fenotypu trisomickych mysi a jejich genové aktivity
by mohla pfispét k objasnéni mechanismi, kterymi chromosomalni disbalance vede k
abnormélnimu vyvoji. Vysledky analyz exprese imprintovaného genu Igf2r a testil

schopnosti uceni jsou predmétem plakatového sdéleni.
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17. E. Zahradni¢kova', S. Sevéikova', K. Soudek’, L. Kubala?, J. Smarda’
('Masarykova univerzita v Brng&, Pirodovédeckd fakulta, Katedra genetiky a
molekuldrni biologie, Kotlarska 2, 611 37 Brno; 2Biofyzikétlni astav. AV CR,
Kralovopolska 135, 612 65 Brno)

Rozdilné 1ucinky proteini v-Fos a c-Fos na linii ptacich monoblastu

transformovanych onkogenem v-myb.

Geny fos patii do skupiny genti, které se v bunkdich BM2 ve zvySené mife exprimuji
pfi diferenciaci stimulované forbolovym esterem TPA. Abychom pfispéli k objasnéni
ulohy proteint Fos v myeloidni diferenciaci, pfipravili jsme transgenni varianty linie
BM2, které inducibilné¢ exprimuji geny v-fos a c-fos a podrobili jsme je ditkladné
morfologické a funkéni analyze. Zjistili jsme, Ze oba geny se ponékud odliSuji v
ucincich na fenotyp buné¢k BM2. Protein v-Fos zpomaluje rist bun€k BM2, vyvolava
jejich adhezi na dno kultivacnich misek a redukuje jejich fagocytickou aktivitu. To
naznacuje, ze protein v-Fos stimuluje dediferenciaci bunék BM2 do rangjsiho
diferencia¢niho stadia. Na rozdil od proteinu v-Fos, protein c-Fos vyvolavd smrt
bunck BM2 apoptdzou. Tyto vysledky svédci o tom, Ze onkogenni forma genu fos
kooperuje s onkogenem v-myb a posiluje jeho transformacni potencial. Bunécna
varianta genu fos pusobi proti onkogenu v-myb a suprimuje jeho anti-apoptotické

ucinky.

Tato prace byla podporovana grantem 301/01/0040 Grantové agentury Ceské
republiky.
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GENETIKA ROSTLIN

18. O. Alkhimova', J. DoleZel

(Laboratof molekularni cytogenetiky a cytometrie, Ustav experimentélni botaniky AV
CR, Sokolovska 6, 77200 Olomouc; 'Trvald adresa: Institute of Molecular Biology
and Genetics, NAS of Ukraine, Zabolotnogo 150, 252143 Kyiv, Ukraine)

Evoluce repetitivnich sekvenci DNA v ramci ¢eledi Poaceae

Tribus Triticeae zahmuje jak fadu ekonomicky vyznamnych obilovin, tak stovky druht
jednoletych i vytrvalych trav. Spole¢nym znakem celé skupiny je zékladni chromozomové
¢islo x = 7. V pribéhu evoluce se jaderny genom podceledi Pooideae zvétSoval a dosahl
znacné komplexity, zvlast€¢ u Triticeae. Rozdily ve velikosti genomu jsou z vétsi Casti
zpisobeny ptitomnosti repetitivnich sekvenci DNA, které u velkych genoml Triticeae
pfedstavuji vice nez 95% jejich obsahu. U Triticeae byla popsana fada tandemovée
uspotadanych repetitivnich sekvenci DNA. 1 kdyZz se vSeobecn¢ vyskytuji v obrovskych
poctech kopii, jejich genomicka distribuce je u jednotlivych druhti odlisna. Naptiklad repetice
dpTal izolovana u pSenice ma nejvice kopii v genomu D. Pritomnost této repetice byla sice
prokazana pomoci Southernovy hybridizace za mirnéjSich podminek odmyvani u vSech druhi
Triticeae, ale naptiklad u zita je na mitotickych chromozémech jen obtizn¢ detekovatelna
pomoci fluorescencni in situ hybridizace (FISH). Sekvence pSc119.2 je pfitomna ve velkém
poctu kopii u pSenice, zita a vétSiny druhd rodu Hordeum, ale nikoliv u H. vulgare. Repetice
pSc200 a pSc250 se piednostné lokalizuji do subtelomerickych oblasti chromozému zita.
Tyto sekvence jsou snadno detekovatelné i u Agropyron cristatum a Dasypyrum
brevisubulatum. U D. villosum se repetice pSc200 vyskytuje ve stejném poctu kopii jako u
zita a podobné jako u Zita se lokalizuje v subtelomerickych oblastech. Narozdil od zita a D.
villosum se u pSenice a jecmene pSc200 a pSc250 vyskytuji ve velmi malém poctu kopii.
Nejnovéjsi vysledky analyzy tandemové uspotadanych repetitivnich sekvenci (dpTal, speltl,
pSc200 a pSc250) u zastupcti rodu Festuca a Lolium a jejich hybridt pomoci Southernovy
hybridizace a FISH poskytuji nové diikazy o pfibuznosti genoml a umoziiuji identifikovat
neékteré chromozomy. VSechny Ctyfi repetice se v genomech zastupcii obou rodl vyskytuji
v mensim poctu kopii a jejich genomicka distribuce se 1iSi mezi druhy. Ziskané vysledky
analyzy tandemové uspofadanych repetitivnich sekvenci DNA u Triticeae nepodporuji

vSeobecné uznavanou piedstavu o fylogenezi tohoto tribu.

Prace byla podporovana grantem reg. ¢. S5038104 poskytnutym Akademii véd CR.
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19. J. Bartos, P. Binarova, J. Dolezel

(Laboratof molekularni cytogenetiky a cytometrie a Laboratof cytoskeletu a
buné&éného cyklu, Ustav experimentalni botaniky AV CR, Sokolovska 6, 772 00
Olomouc)

Analyza bunécného cyklu a genové exprese pomoci prutokové cytometrie.

vvvvvv

eukaryontnich i prokaryontnich organismi. Regulace bunécného cyklu ma navic velmi blizko
k nekontrolovanému déleni bun€k a programované bunécéné smrti (apoptdze). Nejpresné;si
analyzu kinetiky bunééného cyklu umoziuje biparametrickda analyza inkorporovaného
5’-bromo-2’-deoxyuridinu (BrdU) a jaderné DNA pomoci pritokové cytometrie. Pomoci
pratokové cytometrie 1ze rovnéz detekovat expresi genti Gc¢astnicich se regulace bunééného
cyklu. K tomu je mozné pouzit zeleny fluorescencni protein (GFP), ktery si zachovava
schopnost fluorescence i po fuzi s jinym proteiny. Piestoze metody vyuzivajici prutokovou
cytometrii se bé&zn¢ vyuzivaji pii studiu bunééného cyklu Zivoc¢ichtl, u rostlin se podobné
prace vyskytuji sporadicky. Cilem tohoto projektu bylo vypracovani metody pro detekci BrdU
a pro detekci GFP pomoci pritokové cytometrie u rostlin. V pribéhu feSeni byla vypracovana
metoda znaceni jader v S fazi bunééného cyklu rostlin pomoci BrdU, zalozend na inkorporaci
BrdU do nov¢ syntetizované DNA. Po izolaci jader a castetné denaturaci DNA
deoxyribonukledzou byl inkorporovany BrdU detekovan nepfimou imunofluorescenci pomoci
pritokového cytometru. Tato metoda byla pouzita pro analyzu bunééného cyklu v kofenovém
meristému bobu (Vicia faba) a je¢mene (Hordeum vulgare). Znaceni bunék v S fazi pomoci
BrdU bylo rovnéz pouzito ke studiu kinetiky bunééného cyklu a ke stanoveni doby trvani
jednotlivych fazi bunééného cyklu. Metoda detekce GFP byla vypracovéana na listech tabaku
(Nicotiana tabacum) fixovanych paraformaldehydovou fixazi. GFP vydava po excitaci 488
nm laserem fluorescenci s emisnim maximem 509 nm. Pro detekci GFP pritokovym
cytometrem bylo pouzito GFP transportované¢ho do jadra. To umoznilo provadét analyzy na
izolovanych jadrech a tak se vyhnout autofluorescenci cytoplazmy, ktera jinak u rostlinnych
bun¢k vyrazné ztézuje kvantifikaci fluorescence GFP. Nov¢ vypracovana metoda byla pouzita
pro studium exprese fzniho proteinu GFP a cyklin-dependentni kinazy u suspenznich kultur
tabaku. Cilem dalsi prace bude kombinace obou metod a studium exprese gend v pribéhu

jednotlivych fazi bunééného cyklu pomoci viceparametrické pritokové cytometrie.

Prace byla podporovana grantem Evropské unie ,,ECCO*“ reg. ¢. QLG2-CT-1999-
00454.
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20. S. Hlavadova, P. Lizal, J. Repkova

(MU v Brné, Pfirodovédeckd fakulta, Katedra genetiky a molekularni biologie,
Kotlafska 2, 611 37 Brno)

Vyuziti molekularnich markera pri genetickém mapovani mutaci Arabidopsis

thaliana.

Cilem této prace byla lokalizace genll pro pozdni kveteni a geni determinujicich
nekteré morfologické znaky a chlorofylové defekty do genetické mapy Arabidopsis
thaliana. Mutantni linie byly ziskany jak klasickou, tak inzeréni mutagenezi (T-
DNA).

Ke genetickému mapovani byly vyuzity DNA markery, mikrosatelity (SSLP — Simple
Sequence Length Polymorphism) a CAPS markery (Cleaved Amplified Polymorphic
Sequences). Vyhodou této metody je vEtsi presnost, spolehlivost, mensi pocet kiiZeni
a testovanych rostlin, a tedy i mensi naro¢nost na prostor oproti klasické metod¢, ktera
vyuziva jako markert morfologické mutace.

U nami pouzitych DNA markerd bylo vyuzito délkového (SSLP) a restrikéniho
polymorfismu (CAPS) mezi ekotypy S96 popt. Di-G (genetické pozadi testovanych
mutaci) a ekotypu Columbia (standardni genotyp pouZity pro kiizeni). Polymorfismus
byl detekovan pomoci polymerazové tetézové reakce (PCR) a produkty amplifikace
byly zviditelnény elektroforeticky v agar6zovém gelu. Podil rekombinant byl
vyhodnocen v generaci F, a pomoci Kosambiho mapovaci funkce byly provedeny
odhady mapovych vzdalenosti.

Chlorofylové defektni mutace lucida a lucida(S) byly lokalizovany do 4. vazbové
skupiny. 4 pozdné kvetouci mutace L4, L5, M63 a Sparsipila byly lokalizovany na

kratkém rameni 4. chromozomu a mutace dentata na 1. chromozomu.

Prace je podporovina grantem MSM 143100008 MSMT CR.
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21. A. Kormut’ak, T. Salajova, B. Vookova

(Ustav genetiky a biotechnolégii rastlin SAV, Akademicka 2, P.O.Box 39A, SK-950
07 Nitra, Slovenské republika)

Morfometricka a geneticka analyza postulovaného hybridného komplexu Pinus
sylvestris x Pinus mugo v Habovke.

Spomedzi viacerych miest vyskytu introgresivnej hybridizacie medzi borovicou lesnou (Pinus
sylvestris L.) akosodrevinou (P. mugo Turra) na europskom kontinente sa na Uzemi
Slovenska uvadzaji iba lokality Tisovnica a Habovka na Orave, na ktorych sa nachadzaju
morfologicky vel'mi variabilné populacie borovic, o ktorych sa predpoklada, ze vznikli
spontannou hybridizaciou oboch vysSie uvedenych druhov. Hybridny charakter tychto
populacii odvodeny na zaklade morfometrickych analyz Musilom (1977) a Vieweghom
(1981) bol vsak spochybneny restrikénou analyzou chloroplastovej DNA (cpDNA)
prislusnych jedincov (Filppula et al. 1992). Nami uskuto¢nena morfometrickd analyza
jedincov predpokladaného hybridného komplexu P. sylvestris x P. mugo v Habovke
naznatuje intermediarny charakter ich Sisiek, ktorych dizka &inila v priemere 3.25 cm.
Zodpovedajlce charakteristiky SiSiek pri Styroch populaciach borovice lesnej sa pohybovali
v rozmedzi 4.00-4.52 cm, zatial’ ¢o pri dvoch populéciach kosodreviny v rozmedzi 3.14-3.15
cm. Intermediarne hodnoty vykazovalo aj usporiadanie prieduchov na dorzalnej strane ihlic.
Pri borovici lesnej st tieto Struktary usporiadané v 7.48 radoch, pri kosodrevine v 10.14
radoch, zatial' ¢o pri hybridnom komplexe v 9.19 radoch. Iba v priemernej dizke uhlic sa
postulovany hybridny komplex vyrazne odliSoval svojimi kratkymi ihlicami (4.35 c¢m) od
borovice lesnej (5.64 cm) , ako aj od kosodreviny (5.21 cm). V protiklade s vysledkami
morfometrickych analyz, restrikéna analyza cpDNA uskutocnena pri 41 jedincoch hybridného
komplexu, 19 jedincoch borovice lesnej a 16 jedincoch kosodreviny nepotvrdila hybridny
charakter populacie v Habovke. Amplifikacia intergénovej oblasti trn V-H pomocou primeru
podl'a Parducci a Szmidta (1999) a nasledna digescia PCR produktu endonukledzami odhalila
diferencovany vyskyt 4072 bp fragmetu Hinf I iba u borovice lesnej, 3000 bp fragmentu Cla
Iuborovice lesnej, 5090 bp fragmentu Cla [u kosodreviny, 2036 bp fragmentu Taq
Iu borovice lesnej a 2050 bp fragmentu Taq I u kosodreviny. Restrikéné spektra vSetkych
analyzovanych jedincov oboch druhov borovic boli uniformné. Ziadne naznaky hybridity sa
vSak nezistili pri jedincoch postulovaného hybridného komplexu, ktory v skuto¢nosti
predstavuje iba zmes jedincov borovice lesnej a kosodreviny so zna¢ne modifikovanym

habitusom na raSelinovom substrate.

Praca vznikla za finan¢nej podpory GA VEGA, projekt ¢. 2/7250/20.
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22. M. Kubalakova, K. Rychtarova, J. Vrana, M. Valarik, J. Cihalikova,

J. DolezZel
(Laboratof molekularni cytogenetiky a cytometrie, Ustav experimentélni botaniky AV
CR, Sokolovska 6, 77200 Olomouc)

Tridéni chromozomiu Zita (Secale cereale L.) pomoci prutokové cytometrie.

Frakce jednotlivych typli chromozomt, které predstavuji definované ¢asti genomu, umoziuji
efektivni analyzu a mapovani velkych genomt rostlin. U nékterych druhti rostlin byly tfidéné
chromozoémy jiz diive pouzity pro konstrukci chromozémové specifickych knihoven DNA,
fyzické mapovani a cilenou izolaci molekularnich markerti. VEtsi mnozstvi chromozomut
jednoho typu lze ziskat pouze pomoci priutokové cytometrie. Cilem této prace bylo
vypracovat metodu tfidéni jednotlivych typt chromozomu zita (2n = 14), jehoz genom
dosahuje velikosti 8000 Mbp. Suspenze intaktnich chromozomi byly piipraveny
mechanickou homogenizaci kofenovych $picek po synchronizaci bunééného cyklu a fixazi
roztokem formaldehydu. Bunéény cyklus byl synchronizovan pomoci hydroxymocoviny a
bunky byly akumulovany v metafazi ptisobenim oryzalinu. Suspenze intaktnich chromozomu
byly barveny fluorescencnim barvivem DAPI a relativni intenzita fluorescence byla
analyzovana pomoci prutokového cytometru. Bylo zjisténo, Ze u odrud zita se standardnim
karyotypem je mozné rozliSit a tfidit pouze chromozom 3R. Jako alternativni strategie pro
tfidéni dalSich chromozomu bylo zvoleno pouziti adi¢nich linii pSenice ,,Chinese Spring* /
zito ,,Imperial“. Bylo zji§téno, Ze chromozomy 2R, 4R, 6R a 7R, kter¢ jsou delsi nez nejdelsi
pSeni¢ny chromozém 3B, je mozné snadno odlisit a tfidit. Vedle tfidéni standardnich
chromozémi je pro fyzické mapovani rovnéz vyhodné pouziti translokovanych chromozémi.
Moznost tfidéni takovych chromozémii byla ovéfena u dvou linii nesoucich reciproké
translokace 4RS.6RS a 4RL.6RL nebo 2RS.5RS a 2RL.SRL. Pro identifikaci t¥idénych
chromozémil a stanoveni Cistoty tfidénych frakci bylo pouZzito bud’ fluorescencni znaceni
oblasti bohatych na mikrosatelity GAA metodou PRINS, nebo FISH se sondami pro 5S rDNA
a repetici pSc119.2. Cistota tiidénych frakei pfesahovala 90%. Chromozémy byly rovnéz
tfidény do mikrozkumavek a identifikovany pomoci PCR s chromozomové specifickymi
primery. Vedle vypracovani postupu pro tfidéni vybranych typd chromozoému Zita tato prace
ukazala, ze pratokova cytometrie je dostatecné citliva nejen pro identifikaci adice c¢i
translokace v dané linii, ale i pro uréeni podilu zrn ve vzorku nesoucich danou translokaci

nebo adici.

Prace byla podporovana grantem reg. &. 521/96/K117 poskytnutym Grantovou agenturou CR.

25



23. P. Lizal, K. Cetkovska, J. Relichova

(Masarykova Univerzita Brno, Pfirodovédeckd fakulta, Katedra genetiky a
molekularni biologie, Kotlaiska 2, 611 37 Brno)

Dédi¢nost genti pro pozdni kveteni a jejich interakce s geny odliSného

genetického pozadi u Arabidopsis thaliana.

V poslednich nékolika letech probiha u Arabidopsis thaliana intenzivni vyzkum
problematiky indukce kveteni. K tomuto tucelu je vyuzivano zejména pozdné
kvetoucich mutantd. Cilem této prace bylo stanovit dédi¢nost genli pro pozdni kveteni
a jejich interakci s dalSimi geny.

Bylo analyzovano celkem 9 pozdnich mutanti ziskanych na katedfe genetiky a
molekularni biologie PfF MU v Brné.

Dédi¢nost téchto mutaci byla stanovena na zéklad¢ generace F; po kiizeni s Casné
kvetoucim standardnim genotypem (S96 nebo Di-G), ktery ptedstavuje genetické
pozadi, na némz byla dand mutace indukovana. Zavéry u€inéné na zéklad¢ generace
F, byly potvrzeny v generaci F,. U dvou mutantl dn a psv bylo zjisténo, Ze pozdnost
ma recesivni charakter. U ostatnich genotypt (L4, L5, L6-1, L6, Spi, M63 a M73) byl
nalezen dominatni charakter mutace zptisobujici pozdni kveteni.

Extrémni zpozdéni doby do kveteni v F; a F, generaci po kiiZeni s odlisnym
genetickym pozadim standardni linie Columbia ukazuje na interakci mutantnich gent
L4, L5, Lo6-1, L6, Spi, M63 a M73 s geny Columbia. Byl u¢inén piedpoklad, Ze se
jednd o doposud jediny popsany ,modifikatorovy” gen FLC, jehoz ucinek na
fenotypovy projev mutace zavisi na genetickém pozadi. Navazujici analyza na Grovni
DNA upfesni, zda je gen FLC skute¢né modifikatorem exprese studovanych genti pro

pozdni kveteni.

Prdce je podporovina grantem MSM 143100008 MSMT CR.
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24. M. Pidra, M. Baranek, M. Kafoiikova, J. Létal, J. Raddova, M. Vachuin
(Mendeleum, Zahradnicka fakulta MZLU, 691 44 Lednice na Morav¢)

Vyuziti DNA analyz pro charakterizaci genovych zdroju rostlin.

V posledni dobé zaznamenavame dramaticky nartist vyuziti molekularné genetickych
technik pro feSeni problémul spojenych s uchovanim a analyzou genovych zdroji
rostlin. Potencialni pifinos vyuziti téchto technik pro pifesnou charakterizaci
jednotlivych genotypt je nesporny. Na druhé strané s naristem databazi s ulozenymi
DNA fingerprinty uchovavanych genovych zdroji nartstaji také komunikaéni
problémy mezi tvlrci databdzi a wuloZenych dat apotencidlnimi wuzivateli
popisovanych genovych zdrojl, tj. konvencnimi Slechtiteli. Dlouhodobym cilem je
vytvofeni strukturovanych databazi DNA markerl, které by mohly slouzit jako
spolehlivy zdroj informaci pro Slechtitele. Zaklad takovych databazi je v soucasné
dobé vytvafen na pracovisti Mendeleum Zahradnické fakulty MZLU v Lednici. Pro
analyzy DNA se vyuziva metod zaloZenych na PCR.

Na Zahradnické fakulté v Lednici jsou v rdmci Narodniho programu konzervace a
vyuZiti genovych zdrojl rostlin udrZzovany kolekce teplomilnych peckovin (meruiky,
broskvoné, mandlong), interspecifickych hybridi révy vinné a nékolik menSich
kolekci (soja, vegetativné mnozené zeleniny, nékteré druhy letnicek). Celkovy pocet
polozek v uchovéavanych kolekcich v roce 2001 byl 1650.

Do konce roku 2001 bylo pomoci RAPD profili charakterizovdno 50 genotypi
merun¢k, 60 genotypli broskvoni a 19 genotypli soji. Pro vytvofeni kazdého
fingerprintu bylo pouzito 12 az 15 primerd, které poskytovaly nejvyssi miru

polymorfismu pro dany druh.
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25. K. Rychtarova', D. Ohri’, J. Vrana', J. Cihalikova', G. Kahl’, J. DoleZel
('Laboratoi molekularni cytogenetiky a cytometrie, Ustav experimentalni botaniky
AV CR, Sokolovska 6, 77200 Olomouc; *National Botanical Research Institute, Rana
Pratap Marg, Lucknow 226 001, India; *Plant Molecular Biology Group, Biozentrum,
Marie-Curie-Str. 9, D-60439 Frankfurt, Germany)

Vyuziti prutokové cytometrie pro tiidéni chromozémi cizrny (Cicer arietinum
L.)

vvvvvv

vychodni Africe, latinské Americe, stfedozemnich statech a Australii. V rozvojovych zemich
pfedstavuje cizrna vyznamny zdroj proteind. Jejim nejveétsim producentem je Indie, kde je
diky Spatné pidé, nedostatku srazek a péstovani neSlechténych odriid dosahovano velmi
nizkych vynost. Vedle klasického Slechténi se jevi jako aktualni vyuziti modernich
biotechnologickych postupti. Ty jsou zavislé na znalosti struktury genomu a izolaci
dilezitych gent. Ttidéni mitotickych chromozéml pomoci pritokové cytometrie mize
zna¢n€ ulehc¢it mapovani genomu. Proto jsme se v této praci zaméfili na vypracovani postupu
pro ptipravu suspenze intaktnich chromozémi z meristémui kotfenovych Spicek a zhodnotili
jsme moznost tfidéni jednotlivych typt chromozomt. Bunéény cyklus v kofenovych
meristémech byl synchronizovan pomoci hydroxymocoviny. Nasledné oSetfeni oryzalinem a
ledovou vodou vedlo k akumulaci 44% bun¢k v metafazi. Synchronizované kotenové $picky
byly fixovany v roztoku formaldehydu a mechanickou homogenizaci Spi¢ek byly mitotické
chromozémy uvolnény do izola¢niho pufru. Pred analyzou pritokovym cytometrem byla
chromozomalni DNA barvena pomoci fluorescen¢niho barviva DAPI. Vysledkem analyzy byl
histogram relativni intenzity fluorescence, ktery obsahoval osm piki predstavujicich
jednotlivé chromozémy. Chromozémy reprezentované jednotlivymi piky byly tfidény na
mikroskopicka sklicka a identifikovany pomoci fluorescencni mikroskopie. Chromozomy
byly rovnéz tfidény do mikrozkumavek a pouzity pro PCR s primery pro STMS (,,sequence-
tagged microsatellite site”) markery. Predbézné vysledky vedly k pfifazeni nejmensiho
chromozému cizrny k vazebné skupiné LGS. Ziskané vysledky jasné ukazuji na moZnost
vyuziti pritokové cytometrie pro fyzické mapovani a integraci genetickych a fyzickych map

cizrny.

Priace byla podporovana grantem reg. €. 521/96/K117 poskytnutym Grantovou
agenturou Ceské republiky.
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26. J. §merda, I. Uberall, P. Milejnek, L. Havel

(Ustav botaniky a fyziologie rostlin, Mendelova zemé&délska a lesnicka univerzita,
Zemédelska 1, 613 00 Brno)

Pouziti celogenomové sondy pro testovani cytologickych preparati pro FISH u

smrku ztepilého.

Fluorescencni in situ hybridizace (FISH) je technika umoziujici vizualizaci a
lokalizaci specifickych sekvenci nukleovych kyselin v cytologickych preparatech
pomoci sondy znacené fluorochromem nebo sondy vazici fluorochrom. V posledni
dobé doslo k rozsifeni aplikace této techniky i na studium rostlinnych objektt. Hlavni
prekazkou, kterd omezuje rutinni pouzivani metody FISH u rostlinnych objektt, je
bunééné stény a odstranéni nckterych sekundarnich rostlinnych metabolitt byvaji
casto rozhodujicimi faktory, jez ovliviiuji GspéSnost in sifu hybridizace. Testovani
kvality rostlinnych preparati fazovym, popt. Nomarského diferencialnim kontrastem
se ukazuje jako ne vzdy dostatecné. Alternativni moznosti je vyuziti komercné
dostupnych protilatek, které¢ vSak umoziuji testovat jen nékteré rostlinné druhy a
navic jsou pfili§ finanéné ndkladné. NaSim cilem tedy bylo vyvinout jednoduchou,
obecné pouzitelnou a cenové dostupnou metodu, kterd umoZzni otestovat pfipravenost
vytvofenych preparatii pro FIHS. Témto ucelim nejvice vyhovovala celogenomova
sonda pfipravena z jaderné DNA druhu, jez je pfedmétem studia. Takto pfipravena
sonda by méla rovnomérné hybridizovat se vSemi piistupnymi DNA sekvencemi na
chromozomech, respektive na interfaznim jadre.
Celogenomova sonda izolovand z déloZznich listkli smrku ztepilého (Picea abies (L.)
Karst.) byla naznacena biotin-16-dUTP metodou "nick translace”. Takto pfipravena
sonda byla hybridizovana s roztlakovymi prepardty ze synchronizovanych
kotenovych meristémul smrku ztepilého.

Vysledky jednoznaéné ukazuji, Ze distribuce fluorescen¢niho signalu piesné
odpovida pfistupnosti sondy k templatu jak v ramci preparatu, tak i jednotlivych
genomovych struktur. Nami navrzena metoda oproti standardn€¢ pouzivanym

metodam nejlépe postihuje skute¢nou pfipravenost preparatii pro FISH.

Podékovani: Projekt byl uskuteénén s podporou FRVS, grant &.: 1135/2001
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27. M. Valarik, E. H¥ibov4, J. Safaf, M. DoleZelova, H. Simkov4, O. Alkhimova,
J. DolezZel

(Laboratof molekularni cytogenetiky a cytometrie, Ustav experimentélni botaniky AV
CR, Sokolovska 6, 77200 Olomouc)

Izolace a charakterizace repetitivnich sekvenci DNA u banianovniku (Musa spp.).

Bananovnik (Musa spp.) ma obrovsky vyznam pro ekonomiku tropickych oblasti Afriky
Ameriky a Asie a vyzivu jejich obyvatel. V posledni dobé je produkce bananti ohroZzovana
fadou chorob a skiidcti. Vétsina péstovanych odriid jsou sterilni triploidni hybridi pochazejici
z kiizeni M. acuminata a M. balbisiana. Jejich §lechténi klasickymi metodami narazi na fadu
problému zpisobenych mimo jiné také nedostatecnou znalosti struktury genomu. Cilem této
prace bylo izolovat repetitivni sekvence DNA bananovniku a urcit jejich distribuci na
chromozémech. Casteéné genomické knihovny DNA byly piipraveny u M. acuminata
“Pisang Mas“ a M. balbisiana “Cameroun” a pouzity k vyhledani klonti obsahujicich
sekvence homologni s geny pro 5S rDNA ryze a 45S rDNA bobu. Izolované sekvence
(Radkal a Radka2) byly vysoce homologni s 26S rDNA a 5S rDNA fady druhl rostlin.
Dvacet dalSich klond, oznacenych Radka3 az Radka22, bylo vybrano zknihovny M.
acuminata na zakladé viditelnych signald po hybridizaci s genomickou DNA. Sekvence vSech
klonti byly porovnany s polozkami ulozenymi v GenBank. Dale byl stanoven pocet kopii
vSech sekvenci. Tyto sekvence byly rovnéz lokalizovany pomoci FISH na mitotickych
chromozémech M. acuminata “Calcutta 4 a M. balbisiana “Tani“. Klon Radka7 byl u obou
druhti lokalizovan do oblasti organizatoru jadérka, ackoliv nevykazoval zadnou homologii
s klonem Radkal. Klony Radka3, 5, 6, 8, 9 a 12 byly lokalizovany v centromerickych
oblastech vSech chromozémt u obou druhti. To ukazuje na malé rozdily v genomické
distribuci repetitivnich sekvenci DNA mezi M. acuminata a M. balbisiana. Jedinou vyjimkou
byla 5S rDNA, u které se oba druhy liSily poctem lokust. VSechny repetitivni sekvence maji
veétsi pocet kopil v genomu M. acuminata, ktery je asi o 12% véEtsi nez genom M. balbisiana.
Ziskané vysledky naznacuji, ze repetitivni sekvence DNA prispivaji k rozdilu ve velikosti
genomll obou druhti, i kdyZ ne kazda sekvence stejnou merou. Izolace a charakterizace
repetitivnich sekvenci DNA podstatné zlepSuje soucasné znalosti o struktufe chromozomu

bananovniku a perspektivné umozni analyzovat evoluci genomd u dnes péstovanych klonti.

Tato prace byla podpofena projektem reg. ¢. 8145/RB Mezinarodni agentury pro atomovou

energii.
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GENETIKA MIKROORGANISMU

28. M. HAVELKOVA', E. UNGER?, K. AUGSTEN?
(1- MU, Pedagogicka fakulta, Katedra biologie, Pofici 7, 603 00 Brno; 2-Ustav
molekularni biologie a biotechnologie AV SRN, Jena, SRN)

Regulace bunééné morfogeneze u kvasinek.

Cilem pokustt bylo ziskat pfesn¢j$i znalosti o vyskytu a lokalizaci proteinu
calmodulinu v kvasinkovych buiikdch a dale zjistit, jaky ma tento protein konkrétni
vyznam pro zékladni Zivotni procesy kvasinek. Pfitomnost kalmodulinu byla jiz diive
popsana u celé fady eukaryontnich bunék, véetné bunék kvasinkovych. Bylo na
priklad zjiSténo, ze bunikky Saccharomyces cerevisiae /1/ a Shizosaccharomyces pombe
/2/, nejsou bez kalmodulinu schopny proliferace. Jaky je vSak konkrétni vyznam
kalmodulinu pro proliferaci kvasinek, se doposud zjistit nepodafilo. Je zndmo, Ze
kli¢ovou roli v proliferaci a v morfogenezi kvasinek plni cytoskelet, zejména jeho
aktinovda komponenta. Bezchybné fungovani aktinového cytoskeletu je mj.
podminéno tésnou kooperaci aktinu s né€kterymi specifickymi proteiny. Chtéli jsme
zjistit, zda k t€émto dulezitym proteinim patii 1 kalmodulin. Nasimi modelovymi
objekty byly pucici dimorfni kvasinky druhu Yarrowia lipolytica. Pracovali jsme jednak s
divokym haploidnim kmenem /3,4,5/ a jednak s cilené pfipravenymi mutantami tohoto kmene
/6/. Zjistili jsme, Ze v priabéhu bunécného cyklu jsou struktury aktinového cytoskeletu
a protein kalmodulin pfisn€ kolokalizovany a ze se koncentruji vyluéné€ do téch mist,
kde dochazi k masivni syntéze bunécné stény a k proliferaci bun¢k - tj. do mista
tvorby pupene a do mista vzniku septa mezi matefskou a dcefinnou bunkou.
Kalmodulin se vSak v pribéhu bunécného cyklu objevuje na piislusnych mistech
builkky vZzdy o néco dfive nez aktin. Vznikla proto domnénka, ze hlavni uloha
kalmodulinu spociva v tom, aby piesné navigoval struktury aktinového cytoskeletu do
téch lokalit, ve kterych je bunka pravé potiebuje. Studium mutanty A224 (jejiz buiky
maji snizenou hladinu kalmodulinu) ukézalo, Ze aktin je v téchto buiikach polarizovan
do téchze lokalit, jako v buiikdch divokého kmene, které maji kalmodulinu dostatek.
Tento vysledek naznacoval, Ze bud’to neni kalmodulin pro specifickou distribuci
aktinu v buiice nezbytn¢ nutny, anebo, ze k distribuci aktinového cytoskeletu postaci
jen velice nepatrné mnozstvi kalmodulinu. Toto dilema rozhodly pokusy s dalsi

mutantou - A225. V bunkach této mutanty dochazi v pribéhu jediného bunééného
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cyklu k prudkému poklesu koncentrace kalmodulinu na hodnoty extrémné nizké.
Vysledky pokusti prokdzaly, ze kalmodulin je pro koncentraci aktinovych struktur a
pro jejich piesun do potfebnych bunéénych lokalit naprosto nepostradatelny. Navic
bylo zjisténo, ze urcita kritickd hladina kalmodulinu je bezpodminecné potiebna pro
zavrSeni jaderné¢ho déleni. Bunécny cyklus mutant A225 se totiz zastavuje v M-fazi.
Dalsi zajimavé poznatky poskytlo pozorovani bunék ts- mutanty A223. Pfi kultivaci v
restrikéni teploté, tj. pfi 37°C, nejsou buiiky této mutanty schopny vytvaret pupen. Za
Ctyfi hodiny po preneseni do restrikéni teploty piestavaji buiiky pucet, ztraceji sviij
typicky tvar kvasinky a méni se ve velké kulaté utvary, obsahujici dve€ az tfi jadra. Jak
aktin tak i1 kalmodulin jsou v téchto vicejadernych bunkach pouze homogenné
rozptyleny - bez jakéhokoliv naznaku koncentrace nebo polarizace. Pokusy s buitkami
mutanty A223 tak naznaCily, Ze jeden ze zdkladnich morfogenetickych procesii
kvasinky - tj. zahdjeni tvorby pupene - je tésné spjat snapadnymi zménami
v distribuci a koncentraci kalmodulinu a nésledné i aktinu. Nabizi se proto domnénka,
ze tyto procesy mohou byt regulovany stejnym genem. Pro tuto domnénku sveédEi i
vysledky naSich nejnovéjSich — doposud jesté definitivné neuzavienych - pokust.

/1/ Davis, T. N., Urdea, M. S., Masiarz, F. R., Thorner, J.: Cell, 47, p. 523 (1986).
/2/ Kilmartin, J. V., Adams, A. E. M.: J. Cell Biol., 98, 922, (1984).

/3/ Hones, 1., Havelkova, M., Bo6hm, K.J., Unger, E.: Cell Biol. Int. 18:5, p. 440
(1994).

/4/ Havelkova, M., Unger, E.: Folia Microbiol., 40 (5), p. 556 (1995).
/5/ Havelkova, M., Unger, E.: In ”Cells” (Ed. J. Berger), p. 61 (1999).

/6/ Havelkova, M., Unger, E., Hones, L.: Folia Microbiol., 45 (1), p. 74 (2000).
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29. E. Miadokova', I. Masterova’, V. VI¢kova,' V. Dihova', D. VIgek', J. Téth?
('Department of Genetics, Faculty of Sciences, Comenius University, 84215
Bratislava, Slovakia; “Department of Pharmacognosy and Botany, Faculty of
Pharmacy, Comenius University, 83232 Bratislava, Slovakia)

Antimutagenicity of homoisoflavonoids.

Extract isolated from Muscari racemosum bulbs (EMR), containing three
homoisoflavonoids, has an evident antioxidant activity. Its antimutagenic potential
was investigated using the Salmonella typhimurium mutagenicity assay, the
Saccharomyces cerevisiae toxicity and mutagenicity assay, and the Vicia sativa
chromosomal aberration assay. It was an effort to study EMR in relation to
mutagenicity/carcinogenicity of some agents. The antimutagenic capacity of EMR
was evaluated as its ability to facilitate the mutagenicity reduction of direct-acting and
indirect-acting mutagens/carcinogens. EMR was applied on bacterial strains
Salmonella typhimurium TA97, TA98, TA100 and TA102, and the significant dose-
dependent antimutagenic effect of EMR was proved. The extract exerted the
significant dose-dependent antimutagenic effect against 4-NQO-induced mutagenesis
in yeast Saccharomyces cerevisiae. At the highest concentration used EMR 3-fold
decreased the frequency of gene convertants at the #pJ5 locus and revertants at the ilv/
locus. After application on Vicia sativa EMR significantly reduced maleic hydrazide-
induced clastogenicity. Our data indicate that homoisoflavonoids in EMR possess
antimutagenic and anticlastogenic properties and can be included in the group of

natural antimutagens acting in a desmutagenic manner.
Aknowledgements

This investigation was supported by grants of the Slovak Grant Agency VEGA
number 1/8214/01, 1/9152/02
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30. E. Miadokova', G. Kogan®, D. Liszekova', P. Rauko®

(‘Department of Genetics, Faculty od Sciences, Comenius University, 845 15
Bratislava, Slovakia; “Institute of Chemistry of Slovak Academy of Sciences, 842 38
Bratislava, Slovakia; 3Cancer Research Institute, 833 91 Bratislava, Slovakia)

Different genotixicological potencial of mine waters containing heavy metals.

Two samples of the acid-mine water containig heavy metals, collected in the year
1995 and 1998 in the former mining area of Banska Stiavnica-Sobov (Slovakia) were
assayed for their genotoxic potential by the Ames assay and DNA-topology assay.
The sample collected in the year 1995 significantly increased the frequency of his”
revertants after its application on bacterial strain Salmonella typhimurium TA97
(without metabolic activation), and TA102 (with metabolic activation). However, the
sample collected in the year 1998 did not increase the frequency of his’ revertants in
the same bacterial strains. But, the DNA-topology assay, based on electrophoretically
monitored changes induced in the DNA topology, indicated the changed
electrophoretic mobility of the plasmid DNA treated by this sample, probably due to
the high content of iron. As the DNA-topology assay sensitively responded to
metal(s) occurence in the sample collected in the year 1998, results obtained proved

that it might be still hazardous for the environment.
Aknowledgements

This investigation was supported by grants of the Slovak Grant Agency VEGA
number 2/7048/2000, 1/9152/02, 2/1048/21
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31. B. Nagyova, M. Slaninova, A. Sevéovitova, D. Vigek
(Katedra Genetiky PriFUK, Mlynska dolina, 842 15 Bratislava 4)
Funkcia UVS11 génu riasy Chlamydomonas reinhardtii vo vztahu k bunkového

cyklu a jeho analégia s RAD9 génom kvasinky Saccharomyces cerevisiae.

RADY gén Saccharomyces cerevisiae je sucastou signélnej drahy aktivovanej po
poskodeni DNA. Vysledkom aktivécie je zastavenie bunkového cyklu v kontrolnom
bode a indukcia transkripcie génov podiel’ajicich sa na metabolizme a reparacii DNA.
U Chlamydomonas reinhardtii bol izolovany reparacne-deficitny mutant wuvs//,
ktorého fenotypovy prejav po pdsobeni UV-ziarenia sa podobal rad9 mutantovi
S. cerevisiae. Porovnali sme reakcie oboch mutantov na urovni fenotypu po
ovplyvneni UV 254 nm a MMS a vplyv mikrotubulového inhibitora MBC na zmenu
prezivania buniek. Tiez sme skonStruovali plazmid pBN9 s RAD9 génom, vhodny na
komplementaciu uvs// mutanta optimalizovanou transforma¢nou metéodou. Vysledky
nasej prace naznacuju analdgiu repara¢nych stratégii bunky po poskodeni DNA

u heterotrofnych a fotoautotrofnych organizmov.
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32. J. Nosek, I’. Tomaska

(Katedry biochémie a genetiky Prirodovedeckej fakulty Univerzity Komenského,
Mlynské dolina CH-1 a B-1, 842 15 Bratislava)

Linearne mitochondridlne genéomy kvasiniek: Model pre Stidium alternativnych,

na telomeraze nezavislych, mechanizmov replikacie telomér.

Stadium replikaénych stratégii, ktoré vyuzivaji chromozémy eukaryotickych i
prokaryotickych buniek, plazmidy, virusy a organelové gendmy modze odhalit
alternativne rieSenia problému replikacie koncov linedrnych molekul DNA (end
replication problem) ako aj objasnit’ ich evolu¢ny pdvod. Analyza linedrnych
mitochondridlnych gendémov ukdzala, Ze ich vznik bol sprevaddzany vytvorenim
Specifickych termindlnych Struktir (mitochondridlnych telomér) a adaptéaciou
existujucej replikacnej masinérie, ktoré umoznili replikdciu linearne; formy
organelového genoforu.

S cielom pochopit’ biologickil lohu mitochondridlnych telomér sme néas vyskum
zamerali na linedrny mitochondridlny genom patogénnej kvasinky Candida
parapsilosis. Jej mitochondridlne teloméry pozostavaju z tandemovych repeticii 738
bp dlhého sekvenéného motivu, pricom variabilita poctu repetitivnych jednotiek
vytvéara populaciu molekal mtDNA s heterogénnou dizkou koncovych sekvencii. Na
oboch koncoch molekuly mtDNA je pre¢nievajice 5’ vlakno, ktoré je rozpoznavané
Specifickym mitochondridlnu teloméru viazicim proteinom (mtTBP). Tento protein
chrani jednovlaknovy tsek molekuly pred enzymatickou degradaciou a participuje tak
na ochrannej (capping) funkcii telomér.

Analyza replika¢nych intermedidtov linearnej mtDNA C. parapsilosis dvojrozmernou
gélovou elektroforézou naviac viedla kidentifikacii série extragenomickych
minicirkularnych molektl derivovanych vyluéne ztelomerickej sekvencie. Ich
molekuldarna povaha naznacuje, Ze tieto molekuly sa podielajdi na novom, na

telomeraze nezavislom, mechanizme replikécie telomér.
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33. E. Oracova, V. Kvardova, R. Panticek, J. Doskai
(Pfirodovédecka fakulta Masarykovy univerzity v Brné, Katedra genetiky a
molekularni biologie, Kotlaiska 2, 611 37 Brno)

Detekce profagi v kmenech Staphylococcus aureus pomoci multiplex PCR.

V genomech typizacnich fagl S. aureus mezinarodni fady byly vyhleddny sekvence
specifické pro fagové druhy séroskupin A (fag 3A, 5 003 bp), B (fag 53, 3 926 bp), F
(fag 77, 3398 bp) a L (fag 187, 1 927 bp). Hybridiza¢ni sondy ptipravené z téchto
sekvenci detekuji v lyzogennich kmenench S. aureus profagy ptisluSnych fagovych
druhii. K usnadnéni detekce profagii byly pro kazdou ze specifickych sond stanoveny
sekvence a navrzeny PCR-primery, umoziujici ziskat pro kazdy fagovy druh
amplifika¢ni produkt charakteristické velikosti (pro fagy serologické skupiny A: 3A-F
5' CTT TGA CAT GAC ATC CGC TTG AC 3'"a 3A-R 5' TAT CAG GCG AGA
ATT AAG GG 3', produkt 745 bp; pro fagy serologické skupiny B: 53-F 5' ACT TAT
CCA GGT GGY GTT ATT G 3'a 53-R 5' TGT ATT TAA TTT CGC CGT TAG TG
3', produkt 405 bp; pro fagy serologické skupiny F: 77-F 5' TAC GGG AAA ATA
TTC GGA AG 3'a77-R 5' ATA ATC CGC ACC TCA TTC CT 3', produkt 548 bp a
pro fagy serologické skupiny L: 187-F 5' GTT ACC TGA AAT GTC CCC TCT 3'a
187-R 5' CTG TTT TAA GCC CAC CAT CAC 3, produkt 970 bp). Optimalizaci
sady primert byla zavedena multiplex PCR pro pfimy dilkkaz pfitomnosti profagh
jednotlivych druht v jediné PCR-reakci. Metoda detekce profagi byla ovéfena jak na
uméle lyzogenizovanych kmenech ptipravenych na nasem pracovisti, tak na kmenech
z klinického materidlu. S vyuzitim této techniky byly prokazény vyznamné rozdily v
obsahu profagli u meticilin-rezistentnich kmenii. Srovnani diskriminacni schopnosti
nckolika genotypizacnich metod (PFGE, ribotypizace) prokazalo, Ze stanoveni rozdild
v obsahu profagii predstavuje velmi citlivou typizaéni metodu, kterd je vhodna i pro

odliSeni blizce ptibuznych kment.

Prace je podporovana granty FRVS 0565/2001 a MSM 143100008.
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34. V. Ruzi¢kova', R. Hrstka', J. Hradilova', E. Michalova', A. M. Mbaye', P.

Petras’

('Katedra genetiky a mol. biologie, Pfirodovédecka fakulta Masarykovy univerzity
v Brné; 2 Statni zdravotni ustav, NRL, Praha 10)

Molekularni identifikace genu kodujicich tii typy toxini u

Staphylococcus aureus.

Staphylococcus —aureus je vyznamnym bakteridlnim plvodcem zavaznych
nozokomialnich infekci. Nékteré jeho kmeny produkuji toxiny, které mohou u lidi
zpiisobit toxické epidermolyzy, alimentarni enterotoxikdzy anebo syndrom toxického
Soku. S vyuzitim specifickych oligonukleotidovych primerii byla v genomovych DNA
84 toxinogennich kmenl S. aureus provedena identifikace strukturnich gent
kédujicich exfoliatiny ETA a ETB, toxin syndromu toxického Soku TSST-1 a
enterotoxiny SEA, SEB a SEC. Pfitomnost jednotlivych genli byla potvrzena
vznikem specifickych PCR produkti (bp): eta ~119, eth ~200, tsst ~390, sea ~180
(jeden SEA-kmen mél 250bp amplikon, obsahujici inzerci), seb ~478, sec; ~257 a
secy; ~360. Hybridizaci s digoxigeninem znacenymi molekularnimi sondami,
pfipravenymi v = PCR, byly lokalizovany sekvence genii kodujicich jednotlivé
exotoxiny na nasledujicich DNA fragmentech: gen st na 83bp Smal fragmentu u
67 % TSST-kment a na 260bp fragmentu u 29 % TSST-1 kment. Sekvence genu efa
byly u ET-pozitivnich kmenl vétSinou lokalizovany na 6,2 a 4,2 bp Hindlll
fragmentech a na 4,9 a 2,5bp EcoRI fragmentech. U tfi kment, které tvofily
exfoliatin ETB soucasné s exfoliatinem ETA, byla hybridizaci prokazana lokalizace
etb genu na 40kb plazmidu. Gen sea, kodujici enterotoxin A, byl lokalizovan na 8,6kb
EcoRI a Hindlll fragmentu u vSech SEA-kmena. U kment produkujicich SEC; a
SEC, 3 molekularni sonda hybridizovala se ttemi HindIll fragmenty (6, 5 a 3 kb), coz
indikuje vyskyt vice kopii sekvenci gent kddujicich enterotoxiny skupiny C. Ukazalo
se, ze PCR s pouzitim specifickych primeri je vhodnou metodou pro rychlou
identifikaci toxinogennich kment S. aureus, avsak je tfeba ji upfesnit hybridizaci

genomové DNA se specifickou molekularni sondou.
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35. M. Slaninova, E. Galova, B. Nagyova, K. BiSova', J. Hendrychova', V.
Zachleder', D. VI¢ek

(Katedra Genetiky PriFUK, Mlynska dolina, 842 15 Bratislava, 'Laboratof
bunéénych cykli, Oddé€leni autotrofnich mikroorganizmii, Mikrobiologicky ustav
AVCR, 379 81 Tieboii, Opatovicky mlyn)

Stidium regulicie bunkového cyklu po poskodeni DNA u repara¢ne defektného

kmena uvsll Chlamydomonasreinhardtii.

Bunky Chlamydomonas prechadzaji postupne niekol’kymi rastovymi fazami
bunkového cyklu. Po ukonceni rastu bunky prebehne za sebou niekolko replikacii
DNA a nasledne jadrovych deleni. Za reguldciu bunkového cyklu su zodpovedné
»cyklin-dependentné kinazy*, ktoré patria do rodiny kindz, ktoré fosforyluju serin
a treonin. Aktivita kinazy, ktora fosforyluje histon H1, osciluje v priebehu bunkového
cyklu a dosahuje vrcholy pri prechode jednotlivymi regulaénymi bodmi. Dalsie
vrcholy dosahuje pocas replikdcie DNA a mitézy. Kmen uvsi/ rias Chlamydomonas
reinhardtii, Stadiom ktorého sa zaoberame uz niekol’ko rokov, ma po poskodeni DNA
roznymi mutagénmi podobni morfoldgiu buniek a kolonii ako kmen rad9 kvasiniek
S. cerevisiae. RADY gén je jednym z klucovych génov, ktoré sa podielaju na
zastaveni bunkového cyklu po poskodeni DNA. DoterajSie vysledky naznacuju
pravdepodobnost’ analogickej funkcie RADY génu S. cerevisiae a UVSII génu
Chlamydomonas reinhardtii. Detailnd analyza bunkového cyklu wuvsi// kmena
umoznila ur¢it regulacné body bunkového cyklu a stanovit' aktivitu kinazy
v jednotlivych fazach bunkového cyklu. Zarovenn nam umoznila porovnie aktivity

kindzy u uvs/1 kmena a Standardného kmeiia po poskodeni UV ziarenim 254 nm.
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36. V. ViIckova, K. Orlicka, E. Miadokova

(Katedra genetiky Prirodovedeckej fakulty UK, Mlynskd dolina B 1, 842 15
Bratislava, Slovenska republika)

Antimutagenny efekt o-lipoovej kyseliny na modelovom testovacom objekte

Saccharomyces cerevisiae.

Oxidované bazy sa objavuji v DNA ako dosledok ataku kyslikovych volnych
radikélov. Tieto reaktivne kyslikové radikély vznikajii s vysokou frekvenciou v ramci
endogénnych metabolickych procesov, ako aj po exogénnych chemickych faktoroch.
Mutagénny a karcinogénny ucinok ako nésledok takychto procesov moze byt’ zniZzeny
pomocou inych latok majicich animutagénne, resp. antikarcinogénne U€inky. Medzi
takéto latky patri aj kyselina a-lipoovd (LA). LA vychytava v bunkach reaktivne
radikdly pritomné v lipidickej aj vodnej faze, ¢im pdsobi ako antioxidant
v biologickych systémoch (Packer a kol. 1995).

Potencidlny antimutagénny Uc¢inok kyseliny a-lipoovej sme testovali v kombinacii
s pozitivnym mutagénom 4-nitrochinolin 1-oxidom (4-NQO) na kvasinkovom
testovacom modelovom objekte Saccharomyces cerevisiae D7.

LA vnajvy$Sej pouzite] koncentracii Statisticky preukazne znizovala frekvenciu
génovych reverznych mutécii v ilvl lokuse indukovanu 4-NQO az 7-nésobne. LA
taktiez preukazne (4-nasobne) znizovala frekvenciu mitotickych génovych
konvertantov v #rp 5 lokuse a 2-nasobne frekvenciu celkovych odchyliek v ade?
lokuse indukovanych pomocou 4-NQO.

Uvedené vysledky potvrdili antimutagénny efekt kyseliny a-lipoovej na kvasinkach.

Packer L., Witt E.H., Tritschler H.J. (1995): Alpha-lipoic acid as a biological
antioxidant. Free Radical Bio. Med., 19, 227-250.

Praca bola podporovana grantom VEGA SR 1/6075/99).
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OBECNA GENETIKA

37. T. Pil¢ik

(Ustav molekularni genetiky AV CR, Flemingovo nam. 2, Praha 6; Katedra genetiky a
mikrobiologie, ptirodovédecka fakulta UK, Vini¢na 5, Praha 2)

Uziti statistickych metod v ¢eskych védeckych cCasopisech z oblasti biologie a

genetiky v roce 2000.

Statistickd analyza experimentalnich dat je dnes nedilnou soucéasti pfevazné vétSiny
védeckych praci i v oblasti biologie a genetiky. Kvalitni analyza dat mize ukazat na zatim
neznamé vztahy mezi jevy, a tim pfispét k rozsiteni horizontu poznani, ledabylé analyza mize
zavést badatele na scesti.

Porovnavali jsme uZiti statistickych metod v ¢lancich ve tfech védeckych Casopisech z oblasti
biologie a genetiky, vydavanych ustavy Akademie véd Ceské republiky v roce 2000: Folia
Biologica (Ustav molekularni genetiky AV CR), Folia Microbiologica (Mikrobiologicky
tistav AV CR) a Physiological Research (Fyziologicky ustav AV CR).

Zaznamenavali jsme jak grafické, tak numerické prezentovani vysledki. Pii grafické
prezentaci vysledkd nas zajimala vhodnost zvoleného typu grafu pro prezentovanad data a
pfipadné uziti metod prizkumové analyzy dat (EDA).

Pfi numerickém prezentovani vysledkd v praci jsme si v§imali pfiméfeného uziti zakladnich
popisnych statistik, vhodnosti a priméfenosti pouzité statistické metody a splnéni jejich
vstupnich podminek. Dale jsme vénovali pozornost uziti moderngjsich statistickych metod.
Dalsi sledované parametry byly: Gplnost popisu experimentu nebo pozorovani, popis nebo
citovani pouzitych statistickych metod a citovani statistického software, pokud byl k analyze
dat pouzit.

Vysledky nasi prace ukazuji obdobnou ¢i horsi situaci v porovnani se svetovymi lékafskymi
Casopisy, které podobné rozbory svych ¢lanki Cas od ¢asu publikuji. V ¢asopise Transfusion
(Transfusion 34: 697-701, 1994) v letech 92/93 bylo nedostate¢né¢ definovano vyjadieni
vysledkd pomoci “+” ve 25% clankt, ve Folia Biologica v roce 2000 ve 27%, 13%
nedostatecné definovanych pouzitych statistickych testli v Transfusion oproti cca 50% ve
Folia Biologica. Nékteré jiné parametry nelze srovnavat, naptiklad pouziti parametrického
testu pro analyzu dat s nenormalni distribuci (v Transfusion v 8% c¢lankd, v naSich ¢asopisech
se udaje o distribuci dat zpravidla neuvadéji). Z vyse uvedeného plyne, Ze spoluprace s
profesionalnim statistikem by nebyla zbyte¢nym luxusem pro redakci zadného z Casopisu,

které jsme zahrnuli do naseho rozboru.
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38. P. Saxova, C. Kesmir, S. Buus, S. Brunak

(Katedra experimentalnej botaniky a genetiky, Prir. Fakulta UPJS, Manesova 23, 041
54 Kosice, Slovensko)

Porovnanie troch dostupnych metéd na predikciu proteazomalnych Stiepnych

miest.

Proteazom hra doleziti ulohu v imunitnej odpovedi hostitel'a: degradovanim
vlastnych a cudzich proteinov produkuje podstatnu cast’ peptidov, ktoré sa nachadzaja
na povrchu bunky aslizia na ich rozpoznanie cytotoxickymi T lymfocytmi.
V stcasnosti st dostupné tri rozne metddy na predikciu Specifickosti proteazému.
V praci sme sa zamerali na porovnanie uspeSnosti tychto metéd v predikeii
proteazomalnych Stiepnych miest. Metddy boli testované na mnoZzine 249 peptidov,
ktoré boli prevzaté z databdzy SYFPEITHI. Podl'a naSich vysledkov najuspesnejSou
bola metdda pouzivajica neurénové siete; dokazala urCit’ spravne priblizne 70 %
Stiepnych miest. Tento prispevok poukazuje na to, Ze po nahromadeni vécSieho
mnozstva kvalitativnych tdajov o Stiepeni proteinov proteazoémom si tieto metody

budu vyzadovat’ d’alSie zdokonalenie.

39. E. Hlinkova, T. Sucha
(Katedra genetiky, Prirodovedecka fakulta UK, Mlynskéa dolina, 842 15 Bratislava 4)
Biochemické charakteristiky niektorych Pr a Dr proteinov identifikované

v infikovanych listoch ja¢émena v obdobi sporulicie micnatky jacmene;j.
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