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Zapis ze schiize vyboru GSGM konané dne 24. 10. 2001

Ptitomni: J. Doskar, E. Miadokova, M. Ondfej, P. Pikélek, J. Relichova, D. Vicek,
S. Rosypal, S. Zadrazil,
Omluven: J. Dvorak

1. Po zahdjeni pfivital prof. Zadrazil hosty, Mgr. Janu Markovou a Mgr. Radomila Bazalu,
ktefi informovali ¢leny vyboru o situaci se zachranou rodného domu JGM a o aktivitach, které
v tomto sméru vyviji Nadace zfizend k tomuto Gcelu ve spolupraci se zastupitelstvem mésta
Odry a obce Vrazné.

Vybor piislibil plnou podporu témto snaham a navrhl odborné poradenstvi zastupcti &yt VS
(UK Pikalek, JCU Ondfej, MU Relichova a MZLU Dvoi4k).

Mgr. J. Markova déle informovala o organizaci celorepublikové genetické soutéze pro
sttedoskolaky ,,Mendelovy Hyncice“, jejiz prvni ronik byl vyhldSen a finale soutéze se
uskute¢ni 3. dubna 2002 v Hyn¢icich.

2. Prof. Relichova se zcastni zasedani FEGS 10. listopadu v Londyné.

3. Organizace voleb nového vyboru GSGM. Volba probéhne korespondencné, na kandidatce
se vyznacli preSkrtnutim osoby, se kterymi voli¢ nesouhlasi. Volby zajisti Doc. Doskar.
Vysledky budou vyhlaseny na valném shroméazdéni GSGM , které se uskutecni v dobé konani
genetické konference.

4. Napli Informacnich lista.

IL 24 — hlavni napln: Abstrakta plakatovych sdéleni na genetické konferenci — vyjde a bude
k dispozici tcastnikiim konference

IL 25 — hlavni napli: vyzadané piednasky prednesené na genetické konferenci, info o
schizkach vyboru, o slozeni vyboru, zprdva o ¢innosti FEGS, vyucétovani apod. Vyjde
v kvétnu.

IL 26 — hlavni népli: Historie GSGM (S. Zadrazil). Vyjde na podzim 2002.

5. Riizné:

Byli piijati novi ¢lenové — aktualizovany seznam ¢lenit GSGM bude k dispozici na Genetické
konferenci.

Web stranky jsou v provozu a prubézné se aktualizuji.

Zapsala: J. Relichova



Zapis ze schize vyboru GSGM konané dne 27. 5. 2002

P¥itomni: J. Doskat, J. Dvoiak, E. Miadokova, P. Pikalek, M. Slaninova, J. Smarda, D. V1gek,
M. Vojtiskova, S. Rosypal, S. Zadrazil

Program:

1. Vysledky a hodnoceni voleb nového vyboru

2. Volba predsedy, mistoptedsedii a lent vyboru do jednotlivych funkci
3. Hodnoceni tinorové genetické konference

4. Ptiprava 25. ¢isla Informacnich lista

5. Réamcovy plan ¢innosti GSGM v letech 2002-2003

6. Rizné

Ad 1. Volby nového vyboru GSGM probehly korespondencni formou, jejich platnost byla
schvalena valnym shromazdénim konanym pfi pfilezitosti unorové genetické konference (viz
vysledky voleb na str. 5).

Ad 2. Do jednotlivych funkci vyboru byli navrzeni a jednomysiné€ zvoleni:

Ptedseda: Prof. S. Zadrazil

Cestny piedseda: Prof. S. Rosypal

Mistoptedsedové: Prof. D. VIcek, Doc. P. Pikalek
Jednatelka: Prof. J. Relichova

Hospodafi: Prof. J. Dvorak, Dr. M. Slaninova

Redakce informaénich listd: Doc. J. Dogkaf, Doc. J. Smarda
Revizofi uctt: Dr. J. Fajkus, Dr. A. Kormutak

Dalsi clenové vyboru byli povéfeni sledovanim aktivit v oblasti genetiky v okruhu sve
pusobnosti a zajistovanim prispévki do IL: Prof. P. Rab: Cechy, AV CR; Dr. M. Vojtiskova:
Morava, Brno, BFU AV CR; Prof. E. Miadokova: Slovensko; Doc. M. Ondiej (JCU, AV CR).

Ad 3. Zhodnoceni genetické konference vypracované prof. S. Zadrazilem bude zvefejnéno
v €. 25 Informacnich listd.

Ad 4. Byla projednana naplii ¢. 25 Informacnich listl, do nichz budou zatazeny vysledky
voleb do vyboru GSGM, zhodnoceni genetické konference, 4 ptispévky autorti vyzaddanych
prednasek genetické konference, informace z jednani vyboru FEGS, aktualizace seznamu
¢lent GSGM (doplnéni novych ¢lent, uvedeni evidencnich cisel ¢lenti a doplnéni jejich e-
mailovych adres). Na vnitini stran¢ obalky bude uvedeno slozeni nového vyboru GSGM a
adresa WEB stranek GSGM.

Cislo 26 pfinese informace o geneticky zaméfenych laboratofich Biofyzikalniho ustavu AV
CR v Brné a zbyvajici piispévky autorii prednasek genetické konference.

Ad 5. Piiti geneticka konference GSGM se bude konat v obdobi leden/tnor 2004 v Ceskych
Bud¢jovicich nebo v Bratislavé. Kromé¢ konferenci se vybor v dals$im obdobi zaméfi na
porfadani jednodennich seminafti orientovanych na rlizna témata z oblasti genetiky a
molekularni biologie.

Zapsal: J. Doskar



- Vyda&tovani hbspodai‘eni_GSGM"za'rok2001
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Wictoval J. Dvordk, pokladnik
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Brati_s-lziva_, 24. 5, 2002

Vyittovala: M. Slaninevd: .



Vysledky voleb do vyboru GSGM

Volebni komise ve slozeni RNDr. J. Kailerova, CSc., RNDr. P. Lizal, Ph.D. a RNDr. J.
Repkova, CSc. vyhodnotila dne 4. 1. 2002 vysledky voleb ¢leni GSGM do vyboru

spole¢nosti.

Komise obdrzela 52 platnych hlasovacich listkii a navrzeni kandidati ziskali nasledujici

pocty hlasii:

1. Stanislav Zadrazil
2.-3. Jifi Doskar
Stanislav Rosypal
Jifina Relichova
Milos Ondfej

Petr Pikalek
Daniel Vlicek

. Eva Miadokova
9.-10. Miroslava Slaninova
9.-10. Marie Vojtiskova
11.-12.Petr Rab
11.-12.Jan Smarda, Jr.
13.-15.Josef Dvorak
13.-15.Jan Grolmus
13.-15. Andrej Kormut’ak
16.  Jifi Fajkus

17.  Renata Gaillyova

N

o D h D

V Brné dne 4.1. 2002

50 hlasta
48 hlasu
48 hlast
47 hlasu
46 hlast
46 hlasu
46 hlast
42 hlasu
41 hlast
41 hlasu
38 hlast
38 hlast
37 hlasia
37 hlasa
37 hlasia
35 hlasu
30 hlasa

RNDr. Jana Kailerova, CSc.
RNDr. Pavel Lizal, Ph. D.
RNDr. Jana Repkova, CSc.



Zpravy

Konference Genetické spole¢nosti Gregora Mendela (GSGM)
»Perspektivy genetiky - genomy a genova exprese*
5. a 6. iinora 2002 v Brné

K 10. vyrodi osamostatnéni sekce obecné genetiky Ceskoslovenské biologické spole¢nosti
se konala konference pofddanda GSGM ve spolupraci s katedrou genetiky a molekuldrni
biologie ptirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity v Brn€. Za dobu samostatné existence
to byla jiz ¢tvrtd konference spole¢nosti, tentokrat zaméfend na strukturu a analyzu genomi
v obdobi zacinajiciho 21. stoleti, které lze jiste, z pohledu ,,véd o Zivoté®, charakterizovat jako
stoleti postgenomové genetiky a biologie; proto i jednozna¢né spojeni tradi¢niho hlavniho

tématu konferenci - perspektivy genetiky s genomovou a proteomovou problematikou dneska.

Pozvani k predneseni 9 hlavnich pfedndsek, které sméfovaly do klasickych oblasti
genetiky podle pfedmétu studia (prokaryotické mikroorganismy, kvasinky, rostliny,
zivocCichové a ¢lovek), ptijali znamé osobnosti Ceské a slovenské experimentalni genetiky, coz
jisté ptispélo ke zvySeni z4jmu o ucast na dvoudennim jednani. Konference, na kterou se
ptihlasilo cca 90 posluchacti a autorti praci, mé¢la kromé& prednasek i sekci plakatovych
sdéleni, kde bylo pfedstaveno 40 konkrétnich témat, zpracovavanych v laboratofich akademii

véd, vysokych kol a resortnich ustavii CR a SR.

Jednani konference zahdjil pfedseda spolecnosti prof. Zadrazil, ktery v ivodnim slovu
pfipomnél historii konferenci spolecnosti a jejich zaméfeni a charakterizoval soucasné
postaveni genetiky v biologickych védach i ve vztahu k velkému poc¢tu nové vznikajicich,
Casto kontroversnich, oborii (genomika a proteomika s pfivlastky, ale i1 traskriptomika,
fenomika apod.). Prvni pfedndsku na téma ,,Genomy, proteomy a priony kvasinek* proslovil
modelovém genomu nizSich eukaryot doplnil vlastnimi experimentalnimi vysledky,
vztahujicimi se prfedevSim k velmi aktualnim otdzkdm struktury, ,,replikace® a funkce priont
ve fyziologickych a pathologickych procesech kvasinek a zivocicht. ,,Linearni genofory*
byly namétem vystoupeni doc. J. Noska (PrF Komenského univerzity v Bratislave), ktery se
zabyval vyskytem a stfidanim populaci linearnich a cirkuldrnich molekul DNA
v mimochondriich a jejich vzajemnych strukturnich a funkcénich vztaht. Ttreti pirednaska

,Lidsky genom* doc. V. Feraka (PrF Komenského univerzity v Bratislavé) byla vénovana



nanejvys aktuadlnim problémim nedavno zvetejnénych, témét kompletnich vysledka
sekvenéni analyzy genomu ¢loveka (Uplna sekvence nukleotidii dosud jen u chromosomu 20,
poznatky o struktufe, analyze a vyvoji naSeho genomu a o jejich vlivu na ostatni biologické,
ale 1 1€karské obory, sledujici procesy a stav Clovéka ve zdravi i v nemoci. Bezprosttedni
navaznost na tuto problematiku neopomnéla zduraznit i prof. K. Michalova (VFN a l.LF UK
v Praze), kterd se ve své prednésce ,,Soucasné trendy v klinické a onkologické cytogenetice*
zaméiila na prehled metodologie molekuldrni cytogenetiky, jeji navaznost na klasickou
cytogenetiku a na jejich vyznam pro diagnostiku, therapii a prognostiku nejcastéjSich a
z hlediska mechanismu procesu i nejkomplexnéjSich nadorovych onemocnéni. Program
prvniho dne konference pak zakoncila informace o produktech firmy Roche Molecular

Biochemicals a valné shromézdéni ¢lenii spolecnosti.

Druhy den jednani byl zahdjen piednaskou doc. J. Doskate (PfF MU v Brng)
,Prokaryoticky genom®, ktery se ve svém mimotadn¢ zdafilém vystoupeni Gspésné pokusil o
obecnou charakteristiku tohoto pfedmétu studia, pii sledovani vztahu velikosti a uspotfadani
genomu k jeho funkéni ¢i metabolické komplexité. Jist€ se mu podafilo presvédcit
posluchace, Ze dneSni poznatky o rozmanitosti bakteridlnich genomi postupné smazavaji
diive pfijimané zakladni odliSnosti od genomi eukaryotickych. Pokusil se i o pfiblizeni
soucasného stavu problematiky minimalniho genomu. Hlavni sav¢éi modelovy organismus a
charakteristiku jeho zakladniho genetického materidlu predstavil ve své prednasce ,,Projekt
mysiho genomu* dr. J. Forejt (Ustav molekularni genetiky AV CR v Praze). Jako nejzndméjsi
osobnost ,,my$i genetiky” u nas nezklamal ocekavéani potradatelti a Gcastniki konference a
poskytl zajimavé informace o historii projektu a jeho vztahu k projektu lidského genomu, ale
piedevs§im informace o dosud nezvetejnénych vysledcich analyzy mysSiho genomu, ziskanych
rovnéz na urovni ,,dvou soupeficich spolecnosti - Celera Genomics a vetejného konsorcia®, a
o jejich vyznamu. Prof. P. Hofin (Veterinarni a farmaceuticka univerzita v Brn¢) podal
v pfednasce ,,Analyza genomu hospodatskych zvitrat™“ vyCerpavajici piehled stavu znalosti o
genomech domacich zvitat, tedy nejen nutné ekonomicky dalezitych a vyznamnych, coz samo
0 sob¢ svéd¢i o souCasném pokroku v této oblasti. Do problematiky genetiky rostlin pak
poslucha¢e uvedl doc. M. Ondtej (Ustav molekularni biologie rostlin AV CR v Ceskych
Budgjovicich), ktery predstavil pfi vSestranném popisu ,,genom Arabidopsis®, prvni rostlinny
genom modelu oznaCovaného za Escherichia coli rostlinné genetiky. Zavérecna prednaska

,Genomika v koncich - pokroky a perspektivy v biologii telomer* dr. J. Fajkuse (Biofyzikalni



tstav AV CR v Brné) poskytla posluchaé¢tim mimotadnou piileZitost sledovat vyvoj studia a
experimentalniho feSeni probléml spojenych se strukturni specifitou a udrZovanim konct
linedrnich molekul DNA (chromosomt). Autor velmi poutavym zpiisobem pfiblizil vyznam
telomer, telomeras a mechanismu jejich piimé ¢i nepiimé ucasti v procesech replikace DNA,
bunécného de€leni, starnuti a nadorového zvratu, kde se telomerasa pomalu stava, spolu

s chemotherapii a chirurgii, zdkladnim ter€em protinddorové 1écby.

Sekce plakatovych sdéleni, které byly vystaveny po celou dobu jednani konference
v bezprostiedné ptilehlych prostorach si zachovala tradi¢ni klasické Clenéni problematiky na
genetiku Clovéka a zivoc€ichil (17 sd€leni), genetiku rostlin (10), genetiku mikroorganismii (9)
a obecnou genetiku (4) a v mnoha piipadech vhodné dopliovala, modelove, metodicky i
problémové, prednaskova témata. Plakaty casto predstavovali mladSi spolupracovnici a
postgradudlni studenti shora uvedenych pfednaSejicich, ktefi vyznamné poznamenali
atmosféru konferen¢niho jednani. Po kazdé z prednaSek nasledovaly diskusni debaty, které
musely byt pro svou rozséhlost ¢asto peclivé fizeny a diplomaticky prevadény predsedajicimi
na kulodrova jedndni o ptestdvkach ¢i po skonceni dennich programt, aby nedoslo ke
zhrouceni ¢asového rozvrhu konference. K takovym rozhovorim byl dostatek ptilezitosti
nejen v prostorach nove upraveného kongresového centra MU, kde se cela konference konala,
ale bylo mozno je pozorovat i pfi velmi piijjemném pratelském posezeni, pfipraveném

organizatory na vecer prvniho dne jednani v univerzitnim klubu.

Podle bezprostfednich ohlasti ucastniki byla konference po vSech strankach uspésnd, o
cemz svédcilo 1 naplnéni prednaskového salu, kde pocet mist znaéné prevysoval celkovy
pocet prihlaSenych ucastniki. Podafi-li se uskutecnit zamér potradatelit uvetejnit uplné texty
prednasek v Informacnich listech GSGM, piispéje to nejen ke zvyraznéni uspeSnosti
konference, ale ptedevS§im k vyznamnému rozSifeni informovanosti naSi genetické a

biologické vetejnosti o nejrychleji se rozvijejicim oboru biologie a jeho perspektivach.

Financovéani konference bylo vedle konferencnich poplatki vyznamné podpoieno

sponzorskymi dary a bude vyactovéano k 31. 12. 2002.

Stanislav Zadrazil



Zprava o zasedani vyboru
Federation of European Genetical Societies (FEGS)

FEGS byla zalozena v roce 1992 a naSe genetické spolecnost byla jednou ze zakladajicich
¢lent spolu s dalSimi tfindcti evropskymi genetickymi spole¢nostmi. FEGS vyvijela urcitou
¢innost az do roku 1994, ktera spocivala piedev§im v informovani ¢lenii o genetickych akcich
potadanych v Evropé i jinde. Od té doby byla ¢innost minimalni, avS§ak mnohé spolecnosti
(v€etné¢ na$i) udrzovaly kontakt alespon pfispivanim minimalni c¢astky jako clenského
ptispévku. Ale i to nebylo v poslednich dvou letech ze strany FEGS vyzadovano. Posledni
predsedkyni FEGS byla Jolanta Maluszynska z Polska, pokladnikem David Cove z Anglie a
tajemnikem byl Dieter Schweizer z Rakouska.

10. listopadu 2001 se konalo v Londyné zasedani vyboru FEGS, které si kladlo za cil
zvolit novy vybor a ozivit ¢innost FEGS. Zasedani se zucastnili kromé zéastupce nasi
spolecnosti zéastupci genetickych spolecnosti z Némecka, Anglie, Finska, Rakouska a Polska.
Novym ptedsedou byl zvolen prof. D. J. Cove, jehoz prohlaseni ptikladame:

Who am | ?!

| first need to introduce myself. | have been Professor of Genetics at the University of
Leeds since 1977. | am Vice- President of the UK Genetics Society having special
responsibility for External Relations, and have been treasurer of FEGS from 1998 to
2001. I am a developmental geneticist and my research focuses on cellular aspects
of morphogenesis and particularly plant cell polarity.

FEGS background.

FEGS was set up in 1992 at a meeting at which 14 different Societies were
represented. This led to the drafting of its statutes. Although there was initially
enthusiastic support for FEGS, this was not matched by the provision of ubscriptions.
Since its formation, only eight Societies have contributed funds to FEGS and more
than half of these funds have come from the UK Genetics Society. | took over the
post of Treasurer of FEGS three years ago, and established informally that some
Societies were unhappy to contribute funds unless the objectives of FEGS were
clarified better. This was a position with which | agreed and accordingly | have not
sought to collect contributions.

The FEGS statutes envisaged holding regular FEGS meetings but none has been
held in the past five years. The statutes also required member societies to exchange
information and to allow a member of any FEGS society to attend a meeting of any
other member society on the same basis as a member of that society. Neither of
these policies seem to have been followed as enthusiastically as might have been
hoped.

What next?
| have attached a copy of the FEGS statutes to this message, together with my own

comments. Please let me know if you have difficulty in receiving this file (or the
guestionnaire, - see below -) and | will post hard copies to you hard copies.



The statutes define the objectives of FEGS, but | wish to consult with Societies to
determine what they believe are the most important priorities for FEGS in the future. |
am sure that if FEGS is to continue and to flourish its statutes will need to be hanged.
You will see that to do this, it will be necessary to hold another meeting of the FEGS
Council at which delegates of at least half of the member societies are present.

This leads me to my first problem. The Statutes state that "The Federation shall
consist of Genetical Societies in Europe”, but do not state how such societies may be
identified, nor whether, as seems logical, it should only include those Societies that
have expressed a desire to be included, or have paid a subscription. We discussed
this at the Council meeting and decided that for the coming year, Member Societies
would be identified as those societies that send a delegate to the next Council
meeting. It will be a Society's responsibility to pay the expenses for its delegates
attendance, but this would be the only financial support that FEGS would expect
during the next year. The timing and location of the next FEGS Council Meeting will
be part of my consultation exercise. The financial future of FEGS is also a subject for
consultation.

To assess this and other policy matters, | have devised a questionnaire which | have
attached to this message.

Jak vyplyva z textu, vyplnili jsme za naSi spolecnost dotaznik s otdzkami tykajicimi se
budoucnosti FEGS a jejich aktivit.

Jakmile dostaneme od pfedsedy vyhodnoceni, ze kterého vyplyne dalsi smétovani FEGS,
budeme o tom nase Cleny informovat.

Jirina Relichova
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MENDEL FORUM BRNO 2002

To mark the 180th anniversary of birth of Gregor Johann Mendel
(1822-1884)

Organized by

MENDELIANUM OF THE MORAVIAN MUSEUM BRNO

In cooperation with
THE CZECH COMMITTEE FOR THE HISTORY OF SCIENCE PRAGUE
GREGOR MENDEL SOCIETY OF GENETICS with its seat in BRNO
RESEARCH CENTER FOR THE HISTORY OF SCIENCES AND HUMANITIES, JOINT
WORKPLACE OF THE ACADEMY OF SCIENCES OF THE CZECH REPUBLIC AND
CHARLES UNIVERSITY PRAGUE
Place
THE DIETRICHSTEIN PALACE OF THE MORAVIAN MUSEUM IN BRNO
Time
SEPTEMBER 23 - 25, 2002

Preliminary Programme

September 23, 2002

9 a. m. Registration

11 a. m. MENDEL LECTURE
JAN KLEIN, THE MOLECULAR EVIDENCE FOR HUMAN DESCENT

3 p. m. HISTORY OF SCIENCE : Mendel-Darwin Concept for the 21st Century .
5 p. m. EXHIBITION ON THE SCIENTIFIC BACKGROUND OF MENDEL'S
DISCOVERY in the Dietrichstein Palace on Zelny trh Square in Brno

September 24, 2002

9a m.
IDEOLOGIZATION OF SCIENCE. Anti-Mendelism behind the Iron Curtain in the 1950s.
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5 p. m. EXHIBITION titled GENIUS OF GENETICS celebrating Mendel through science
and art in the Augustinian Monastery in Old Brno

September 25, 2002

A full-day excursion to Mendel’s birthplace in Vrazné-Hyncice through Olomouc and
Lipnik connected with Mendel s studies.

The scientific programme will be running in the conference hall in the Dietrichstein Palace of
the Moravian Museum located in the historic center of Brno.

The official language is English.

CALL FOR PAPERS
(20 minutes” presentation, 10 minutes” discussion)

Name:

A. Tintend to participate in the MENDEL FORUM BRNO 2002

- as author (name and address)

- title of my presentation

- contact address
B. I intend to participate as a discussant, observer, student, accompanying person
C. lintend to participate in the guided tour to Mendel s birthplace.

The full conference fee CASH 1500 Czech crowns or 50 Euros.
Reduced fee applications deadline July 31, 2002
Deadline for registration for the guided tour to Mendel’s birthplace July 31, 2002

Please contact the Organizing Committee:

Anna Matalova, Jifi Sekerak (Head of the Mendelianum), Marcela Sohajkova
The Mendelianum, Udolni 39, 60200 Brno

Tel.0042 5 42216216

FAX 0042 5 42212792

E-mail genetika@mzm.cz

www.vedy.cas.cz/komitet/mendel.htm

12



Komise genetiky a slechténi zvirat CAZV

Sekcia genetiky, slachtenia a chovu zvierat SAPV
Mendelova zemédélska a lesnicka univerzita v Brné
Ustav genetiky, AF MZLU v Brné

Plemo a.s.

poradaiji

XX. Genetické dny

BRNO) 2002

12. a 13. zari 2002

a zvou Vas k aktivni Ucasti a k ziskani
novych inspiraci z

mezinarodni védecké konference,
kurzu a odborného seminare

0 nejnovéjsSich genetickych poznatcich
a jejich praktickém vyuziti

Misto konani: MENDELOVA ZEMEDELSKA A LESNICKA UNIVERZITA V BRNE
Zemeédélska 1, 613 00 Brno, Ceska republika
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Program mezinarodni védecké konference

Dne 12. zaFi 2002 (¢tvrtek)

8:00 — 9:00 Prezence Ucastnikl a vystaveni poster(

9:00 — 9:15 Zahajeni konference

9:15-10:15 Genomika mysi — vyuziti a limitace pro studium genomu
hospodarskych zvirat (MUDr. J. Forejt, DrSc.)

10:15-11:15 Genovy imprinting (Prof. RNDr. B. Vyskot, DrSc.)

11:15-11:45 Prestavka

11:45 - 12:45 Vyvojova biologie a genetika zvifat (Doc. Ing. P. Dvorak, CSc.)

12:45 -13:00 Diskuse

13:00 - 14:00 Obed

14:00 - 18:00 Workshopy

1. Molekularni genetika a cytogenetika (moderatofi: Ing. S. Cepica, DrSc;
MVDr. J. Rubes, CSc.)
2. Odhad plemenné hodnoty, strategie a ekonomika Slechténi (moderator:

Prof. Ing. J. Pribyl, DrSc.)
3. Genetika zdravi a reprodukce (moderatori: Prof. RNDr. MVDr. P. Horin, CSc.;
Doc.Ing. J. Riha, DrSc.)
4. Molekularni biologie v embryologii (moderatofi: Doc. Ing. P. Dvorak, CSc.;
Ing. J. Fulka, Jr. CSc.)
Genetika a reprodukce kapra (moderator: Doc. Ing. O. Linhart, DrSc.)
Vyuka genetiky na univerzitdch (moderator: Dr. Ing. Tomas Urban)

19:00 — 23:00 Spolecensky program

Dne 13. zaFi 2002 (patek)

8:30 — 12:00 Pokracovani jednani workshopt z 12.9.
7. Genetika a reprodukce ryb (moderator: Doc. Ing. O. Linhart, DrSc.)
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Texty prednasek
prednesenych na Genetické konferenci GSGM
konané ve dnech 5.-6. unora v Brné

(I. ¢ast)
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Linedrne mitochondriilne genémy kvasiniek: Model pre Stidium
alternativnych, na telomeraze nezavislych, mechanizmov replikacie telomér

Jozef Nosek a Lubomir Tomaska

Spolo¢né laboratorium katedier biochémie a genetiky,
Prirodovedecka fakulta Univerzity Komenského, Mlynska dolina CH-1, 842 15 Bratislava

Linearne DNA genofoéry akymi su chromozémy v jadrach eukaryotickych buniek celia
problému er6zie termindlnych sekvencii, ktord je sposobend neschopnostou Standardnej
replikatnej masSinérie vytvorit kompletné kopie linedrnych molekal DNA. VécsSina
eukaryotickych organizmov rieSi problém replikacie koncov molekul prostrednictvom
Specifického enzymu, nazyvaného telomeraza, ktory je schopny predlzovat’ 3' konce molekul
DNA. Hoci je telomeraza aktivna v zarodo¢nych bunkovych liniach, vo vicSine l'udskych
somatickych buniek je jej aktivita v dosledku diferencidcie reprimovand. Inaktivacia
telomerdzy tak prispieva k procesu bunkovej senescencie. Naproti tomu, v bunkach vicsiny
nadorov je aktivita telomerazy obnovend, ¢o ma za nésledok vznik nesmrtel'nych bunkovych
linii. Inhibitory telomerazy tak predstavuji nadejny prostriedok v terapii nadorov. AvSak
situacia je ovela zlozitejSia. Nedavne pokusy dokazali existenciu mechanizmov replikacie
koncov linedrnych molekul DNA, ktoré nie su zavislé na aktivite telomerazy. Kym v
niektorych organizmoch (napr. Drosophila, Chironomus) tieto mechanizmy predstavuja
primarne stratégie syntézy koncov chromozomov, v I'udskych bunkdch moézu alternativne
drahy operovat paralelne s telomerdzou alebo moézu byt Specificky indukované ak bola
aktivita telomerazy vyradend mutaciou alebo podsobenim inhibitorov. Z tohto pohladu
predstavuju alternativne mechanizmy replikacie telomér nielen zaujimavy biologicky
fenomén, ale zaroven aj zavazny terapeuticky problém.

Vhodnymi modelmi pre Stadium alternativnych drah vSak nie st len chromozémy
eukaryotickych buniek, ale aj d’alSie linedirne DNA genoféry akymi st napriklad lineérne
chromozémy niektorych druhov baktérii (Streptomyces, Borrelia), niektoré plazmidy alebo
virusy, ktoré boli zvlast’ vynaliezavé v rieSeni problému replikacie koncov molekul DNA.
Rovnocennymi modelmi st aj linedrne mitochondridlne gendmy.

Linearita mitochondridlnych genomov vyvolava cely rad otdzok stvisiacich s
evolu¢nou histériou mitochondrii, mechanizmom vzniku a replikaciou linedrnych genoforov.
Napriek tomu, Ze odpovede na mnohé z nich st zatial' zahalené tajomstvom, dostupné
argumenty nefavorizuju myslienku, Ze linedrne mtDNA by mohli reprezentovat’ samostatnu

evoluéntl liniu, ale skor podporuju predstavu, ze pocas evolucie mohlo dochadzat k
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interkonverzii cirkularnych a linearnych mtDNA relativne jednoduchymi mechanizmami.
Stcasné vysledky ilustrujii, Ze evolucia linearnych genoférov v mitochondridch bola
sprevadzana (i) generovanim viacerych typov termindlnych Struktur, ktoré pravdepodobne
predstavuju nezavislé rieSenia problému replikdcie koncov molektl a (ii) adaptaciou
mitochondrialnej replikacnej masinérie. Podobne ako v pripade telomér eukaryotickych
chromozémov aj ich mitochondridlne analdogy chrania konce linedrnych molekul pred
degradaciou a vzdjomnou fuziou (capping funkcia) a zaroven sa podielaji na rieSeni
problému replikécie terminalnych sekvencii. Vzhl'adom k tomu, ze mitochondrie nedisponuju
telomerazovou aktivitou linearne mtDNA st odkézané na alternativne mechanizmy replikacie
telomér.

Mitochondrialne teloméry kvasinky Candida parapsilosis pozostavaju z tandemovych
repeticii 738 bp dlhého sekvenéného motivu, pricom variabilita poctu repetitivnych jednotiek
vytvara populaciu molekil mtDNA s heterogénnou dizkou terminalnych sekvencii. Na oboch
koncoch molekuly mtDNA je precnievajuce 5° vldkno, ktoré je rozpoznavané Specifickym
mitochondridlnu teloméru viaziucim proteinom (mtTBP). Tento protein chrani jednovldknovy
usek molekuly pred enzymatickou degraddciou. Elektron-mikroskopické analyzy tiez
identifikovali Struktary analogické telomérickym sluckam (#-/loops) cicavCich chromozomov,
ktoré vznikaju invéziou pre¢nievajuceho retazca do dvojvlaknovej oblasti telomér. Na
ochrannej funkcii telomér sa tak pravdepodobne podiela nielen mtTBP, ale aj t-slucky.

Nedéavne analyzy replikacie linearnej mtDNA kvasinky Candida parapsilosis technikami
dvojrozmernej gélovej elektroforézy, Southernovej hybridizacie a elektronovej mikroskopie
odhalili existenciu sérii extragenomickych minicirkuldrnych molekal derivovanych vyluéne
zo sekvencie mitochondridlnych telomér. DalSie $tadium ukazalo, Ze amplifikicia
minicirkularnych telomérickych derivatov prebieha mechanizmom rolling circle a je
pravdepodobne nezéavisla na mitochondridlnom gendéme. Na zdklade molekularne; povahy
extragenomickych minikruhov bolo mozné formulovat hypotézu o existencii nového, na

telomerdze nezavislého, mechanizmu replikacie telomér (obr).
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Genomika v koncich - pokroky a perspektivy v biologii telomer
Jirt Fajkus
Biofyzikalni ustav AVCR & Laboratoi funk&ni genomiky a proteomiky Masarykovy univerzity v Brné

ajkus@ibp.cz

1. Uvod

V poslednich deseti letech jsme mohli byt svédky exploze poznatka o struktute a funkci
koncii eukaryotickych chromosoml - telomer. Soucasnd biologie telomer pokrocila od
pouhého popisu jejich soucasti pres elementarni pochopeni jejich funkci v metabolismu
telomer az ke slibnym aplikacim v medicin€. Tyto aplikace mizeme formalné rozdélit na
"pasivni", mezi nimiZ je nejlépe zndmo vyuziti analyzy telomer a telomerasy v diagnostice
nadorovych onemocnéni, a "aktivni" aplikace, které zahrnuji napf. cilenou inhibici
telomerasy, kterd vede k mortalizaci nadorovych bunék, nebo naopak aktivaci telomerasy k
obnov¢ proliferacni kapacity smrtelnych somatickych bunék a tkani napft. pro transplantacni
ucely. Ackoli stftedem zajmu v biologii telomer jsou z pochopitelnych diivoda telomery
Cloveka, fada cennych impulsi vzesla ze studia telomer kvasinek, prvokl a rostlin. Realizace
fady genomovych sekvenacnich projekt umoznuje v souc¢asné dobé pomérné rychly pienos
dil¢ich poznatkl ziskanych v optimalnim modelovém systému (napf. u kvasinek) na systém, v
némz ma byt poznatek aplikovan (napft. ¢lovek), zejména pii hledani funkéné analogickych

proteint.

2. Struktura a funkce eukaryotickych telomer

Telomery jsou nukleoproteinové komplexy na koncich linedrnich chromosomi, kde
zabranuji degradaci a fuzovani chromosomt a zajiStuji, ze konec chromosomu neni
rozpoznavan jako neopraveny zlom. Skladaji se pfedevS§im z telomerové DNA, kterd je
asociovdna s histony, nehistonovymi proteiny a s fadou specifickych telomera-vazebnych
proteinii. Telomerova DNA je u vétSiny eukaryot tvofena oligonukleotidovou repetici (napf.
[TTAGGG]n u vétSiny zivocCichu vcetné Clovéka, [TTTAGGG]n u vétSiny rostlinnych druhtt).
Typickym rysem telomerové DNA je asymetrie v zastoupeni G/C v komplementarnich
fetézcich DNA. G-bohaté vlakno tvofi na konci telomery jednovldknovy ptesah, ktery je
substratem telomerasy - ribonukleoproteinového enzymového komplexu s aktivitou reverzni

transkriptasy, ktery uskutectiuje koncovou syntézu telomerovych repetic podle templatové
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domény vlastni molekuly RNA. VéEtsi ¢ast telomerové DNA se vyskytuje ve dvouvldknové
formé¢, jejiz délka se lisi mezi riznymi druhy i mezi jednotlivymi konci chromosomt az o
nékolik fada (107 bp u kvasinek S. cerevisiae, prvoki a jednobun&énych fas, az 10° bp napt. u
mysi, tabdku, nebo ryze). Rozhrani mezi telomerou a subtelomerou tvoii telomera-
asociované sekvence (TAS), které jsou charakteristické c¢astym vyskytem neptfesnych
telomerovych repetic a jedineCnych sekvenci. Dale smérem dovnitf chromosomu nésleduje
subtelomera, ktera byva sloZena z tandemovych a rozptylenych repetic; Casto jsou zde
lokalizovany repetice rDNA. Dale se zde vyskytuji jedine¢né koédujici 1 nekodujici sekvence.

Vzhledem k neuplné replikaci konct linedrnich chromozému se telomerova sekvence na
opozd'ujicim se fetézci pii kazdé replikaci zkracuje. Zatimco CéasteCna ztrata telomer je
tolerovana, zkraceni pod minimalni kritickou délku (u ¢lovéka asi 1,5 kb, coz je asi desetina
puvodni délky) vede k zastaveni bunééného déleni a buiika piechazi do stavu zndmého jako
senescence, charakteristického zménou expresniho profilu proteind, ktera vede k naslednym
porucham a zastaveni ristu. Ackoli role telomer jako "pocitadla replikaci" byla navrzena jiz
pted 30 lety, pfimy dikaz ucasti telomer v bunééném starnuti byl ziskan teprve v r. 1998, kdy
bylo vnesenim genu kodujiciho katalytickou podjednotku lidské telomerasy dosazeno
prodlouzeni telomer a neomezené¢ho déleni buné€k; podafilo se tak zfeymé obejit bunécné
starnuti. V normalnich buiikach dochazi k proliferativnimu bloku kvtili zkracovani telomer ve
dvou fézich. Prvni stadium, M1 (mortality stage 1) nastavd v dobé, kdy na vétSing
chromosomil zbyva jesté nékolik kilobazi telomerové DNA a je zfejmé zahdjeno signalizaci
posSkozeni DNA z jedné nebo n¢kolika nejkratSich telomer. Zastaveni rastu je zplsobeno
tumor-supresorovymi geny pl6/pRB a p53. Je-li Gcinek téchto faktord blokovan, burnka
pokracuje v déleni a zkracovani telomer se prohlubuje, dokud nezacne stadium M2 (mortality
stage 2). V této fazi telomery jiz ztratily svoji ochrannou funkci a jsou rozpoznavany jako
neopravené chromosomalni zlomy. Dalsi degradace telomer a pokusy opravit kratké telomery
pak maji za nasledek chromosomalni fuze, translokace a rozsdhlou nestabilitu genomu. V této
fazi mize nc¢kdy dojit k aktivaci telomerasy nebo v extrémné vzacnych piipadech k
alternativnimu (na telomerase nezavislému) prodluzovani telomer (ALT - Alternative
Telomere Lengthening).

Pro funkci telomerové DNA neni ziejmé tolik podstatna jeji délka, jako spiSe prostorova
struktura. Jednovlaknovy pitesah G-bohat¢ho vldkna je schopen vytvaret in vitro
ctyfvlaknovou strukturu; ta byla teprve letos detegovana imunochemicky in situ, prestoze na
jeji existenci v buiikkach bylo mozno usuzovat jiz predtim z nélezu specifickych proteinti a

protilatek rozpoznavajicich tuto strukturu. Kromé ctyfvldknové struktury mtize byt G-ptesah
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maskovan v podobé tzv. telomerové smycky (#-loop). Ta je tvofena ohybem dvouvldknové
casti telomerové DNA za tvorby lasovité struktury. Jednovlaknovy G-piesah ptitom vstupuje
do dvouvlaknové ¢asti telomerové DNA, odkud moznd vytésiuje ¢ast ptivodniho G-fetézce za
tvorby tzv. D-smycky (displacement loop). V obou vyse zminénych typech struktury je G-
piesah maskovan pied ptisobenim nukleas a nepfistupny pro ptisobeni telomerasy. Na tvorbé a
stabilizaci téchto struktur se podileji specifické telomera-vazebné proteiny charakterizované
napfi. u prvokd Oxytricha a Euplotes (G4-specifické) nebo u ¢lovéka (TRF1, TRF2, hPot), kde
se zfejm¢ ucastni tvorby t-smycek. TRF1 se pfitom véaze na dvouvldknovou ¢ast smycky a
ziejm¢ usnadiiuje jeji ohyb. Pasobi jako represor telomerasy. Jeho afinita k telomerové DNA
muze byt snizena poly-ADP-ribosylaci pisobenim tankyrasy, coZ umozni ¢innost telomerasy.
Protein TIN2 naopak vazbu TRF1 stabilizuje. TRF2 se ziejm¢ podili na ochrané
jednovladknovych G-ptesaht a pfi rekonstituci t-smycek z telomerové DNA a TRF2 se vaze do
oblasti vstupu G fetézce do D-smycky. Zcela nedavno byl publikovdn nalez koncoveé-
specifického proteinu Potl u kvasinek Schisosaccharomyces pombe a jeho lidského analogu,
hPotl. Oba proteiny byly ziskany z databazi na zakladé dfive charakterizovanych proteint
Oxytricha nova a Euplotes crassus, coz umoznilo a urychlilo jejich naslednou charakterizaci.
Tento piiklad jednak dokumentuje moznosti soucasné genomiky a proteomiky (aneb kterak
pomérné snadno a rychle dojit od jednoduchého priizkumu v databazich pres molekularni a
funkéni analyzu v S. pombe az k ¢lanku v Science), jednak ukazuje uzite¢nost prace na
rozmanitych modelovych systémech (k objevu tohoto biomedicinsky vyznamného proteinu u
clovéka nevedly prace na lidskych buinikach, nybrz poznatky ziskané v tomto ptipadé pivodné
u prvoku a nasledn¢ u S. pombe).

Kromé zminénych proteinti byly jako lidské telomera-vazebné proteiny identifikovany
dalsi, ptivodné¢ znamé jako rekombinacni a reparacni faktory (Rad50, Rad51, Rad52 a
Ku70/Ku86 heterodimer). Jejich role v biologii telomer neni dosud jasna, ale predpoklada se
jejich Ucast pfi alternativnim prodluzovani telomer, ALT. U kvasinek S. cerevisiae jsou
takové mechanismy znamy dva: typ I je charakteristicky amplifikaci subtelomerovych Y'
element s kratkym usekem telomerovych repetic na konci, zatimco u typu II dochazi k
nahlému pfidani dlouhych usekl telomerovych repetic. Oba mechanismy jsou zavislé na
RADS52 a déle bud’ na RAD50 nebo RADS1. Typ Il je zavisly na ptitomnosti helikazy SGS1,
kvasinkovém homologu genovych produktti Wernerova a Bloomova syndromu.

V lidskych buiikdch byl mechanismus ALT pozorovan u malé frakce telomerasa-
negativnich bunék imortalizovanych in vitro a v 10-15% bunéénych linii odvozenych z

nadorovych tkani. Molekularni analyza téchto telomer ukazuje ve srovnani s telomerasa-
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pozitivnimi bunikami vysokou heterogenitu v délce telomer. Ty dosahuji zpravidla
nékolikanasobku piivodni délky a podléhaji postupnému zkracovani, po némz nasleduje nédhla
elongace, coz odpovida predstavé nereciprokého rekombina¢niho mechanismu pozorovanému

u kvasinek.

3. Lidska telomerasa a jeji regulace

Primarnim mechanismem syntézy telomer u c¢lovéka je telomerasa, ptivodné nazvana
svymi objevitelkami (Greider & Blackburn, 1985) telomerova termindlni transferasa.
Nachézi se ve fetalnich tkanich, v zarode¢nych buiikkach a v nadorovych buiikach. Nizsi
aktivity jsou kromé toho pfitomny v obnovujicich se tkanich s vysokou prolifera¢ni kapacitou.
Aktivita telomerasy je regulovana bcéhem vyvoje a ve vétSin€ somatickych tkani je
reprimovana na témeét nedetegovatelnou uroven. Nepfitomnost telomerasy v somatickych
bunikdch ma za nasledek jejich starnuti, které¢ nasledné ptfispiva k starnuti tkani, organt a téla.
Proto neni divu, Ze se telomerasa stala zadoucim objektem ve vyzkumu starnuti a rakoviny.

Telomerasa je enzymovy komplex tvoreny katalytickou podjednotkou (hTERT) s aktivitou
reverzni transkriptasy, a RNA podjednotkou (hTR), jejiz Cast slouzi jako templat pro syntézu
telomerové sekvence. Cela hTR je 451 nt dlouhd a neni polyadenylovana. Jeji templatovou
oblast tvofi 11 nt sekvence S'CUAACCCUAAC 3' komplementarni k jedné tplné a jedné
neuplné repetitivni jednotce telomerového G-presahu. Gen pro hTR je umistén na dlouhém
raménku chromosomu 3 (3q26.3) a jeho promotorova oblast obsahuje CpG ostriivky. Bylo
nalezeno nékolik faktortt modulujicich expresi hTR (viz Tab. 1).

Katalyticka proteinova podjednotka hTERT obsahuje specificky telomerasovy motiv (t-
motiv) a dalSich 7 motivi, které jsou konzervovany v reverznich transkriptasach
retrotransposonovych elementi. Gen pro hTERT méti 40 kb a je lokalizovan v distalni Casti
chromosomu 5p (5p15.33). Jeho kddujici sekvence je Clenéna do 16 exonil a je prekladana do
proteinu o mol. hmot. 127 kDa (1132 aminokyselinovych zbytkli). Ve vét§in€ normalnich
somatickych bunék je gen pro hTERT reprimovan a hTERT je proto povazovéana za limitni
komponentu holoenzymu telomerasy. Principy regulace hTERT jsou proto piredmétem
intenzivniho studia.

Krom¢ ptikladl regulace hTERT na transkrip¢ni, posttranskripéni a posttranslacni trovni
(tab. 1) hraji v regulaci syntézy telomer vyznamnou ulohu proteiny asociované s obéma
zakladnimi slozkami telomerasy béhem sestavovani funkcni ribonukleoproteinové (RNP)
castice enzymu (protein TEP1, komplex p23/hsp90, dyskerin) - viz tab. 1. D¢lka telomer je

dale regulovéna samotnymi telomerami - jejich délkou (celkovou, délkou dsDNA, piitomnosti

23



a délkou G-presahu) a sekundarni strukturou (naptf. G-tetraplex a t-smycky) pies vyse

uvedené telomera-asociované proteiny.

4. Uloha telomerasy p¥i starnuti, proliferaci, diferenciaci a vzniku rakoviny

Kromé¢ priikazu ulohy replikativni ztraty telomer jako ¢asomiry bunécéného starnuti byla
nedavno potvrzena moznost jejiho "vynulovéni". Bylo napf. ukézano, Ze telomery
somatickych bun¢k jsou kratsi nez telomery zdrode¢nych buné¢k a zkracuji se s vékem jedince.
U déti s vrozenym syndromem cCasného starnuti - progerii - jsou telomery zkraceny oproti
stejn¢ starym zdravym jedinctim. Pokud je do bunék v kultufe vnesen konstrukt kodujici a
exprimujici katalytickou podjednotku telomerasy, dojde k prodlouzeni telomer a zvySeni
proliferacni kapacity aniz by doslo k jejich maligni transformaci.

Aktivita telomerasy a hladiny podjednotek hTR a hTERT jsou spojeny s proliferaci
nadorovych bun¢k a buné¢k v kultute. V buiikach exprimujicich telomerasu byla zjisténa silna
korelace mezi Urovni telomerasy a bunéénym rlstem: napf. in situ hybridizacni studie
lidskych nédort ukdzaly, ze hladiny hTR koreluji s markerem proliferace MIB-1. Oproti
puvodnim ocekdvanim byla telomerasa nalezena i v nékterych normalnich proliferujicich
somatickych bunkéch: napf. mitogenni stimulace lymfocyti zptisobuje aktivaci telomerasy,
telomerasa byla dale detegovana v bunikiach bazélni vrstvy kize, délozni a stfevni sliznice.
Naopak fada primarnich bunéénych typi, jako jsou fibroblasty, buiiky prsniho epitelu nebo
embryondlni bunky ledvin neexprimuji telomerasu ani kdyz proliferuji. K represi telomerasy
dochazi pti diferenciaci, coz lze pozorovat i u rtiznych bunénych linii pfi indukci
diferenciace; to ukazuje protikladny vztah hladiny telomerasy k procesim proliferace a
diferenciace.

Hlavni ulohou telomerasy v nadorovych bunkach je =zajisténi jejich nesmrtelnosti
(imortalizace), kterd umoznuje jednak akumulaci mutaci vedoucich k maligni transformaci,
jednak neomezeny rast nadorového klonu. Reaktivace nebo zvyseni hladiny telomerasy miize
byt zplsobeno mutacemi faktord podilejicich se na represi telomerasy a méa za nasledek
stabilizaci délky telomer a bunéfnou imortalizaci. Bylo vSak jasn¢ prokazano, ze ackoli
exprese telomerasy je jednim ze znakli malignich bunck, neni sama o sob¢ pficinou jejich
maligni transformace.

Specificka aktivace telomerasy v nadorovych builkkdch je v soucasné dobé zakladem
molekularni diagnostiky nadorti - dosavadni vyzkum u pfiiblizné 30 typt nadorG ukazal u
jednotlivych typl vyskyt telomerasy v rozmezi 70-96% piipadl, coz z telomerasy Cini

nejuniverzalnéjsi znamy nadorovy marker. V praxi se pouziva nejcastéji stanoveni aktivity
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telomerasy technikou TRAP (Telomere repeat amplification protocol) v bunécnych
extraktech. Jeji princip spoc¢iva v elongaci substratového (netelomerového) primeru ve
zkoumaném extraktu a nasledné amplifikaci produktt pomoci PCR a k jejimu provedeni jsou
na trhu dostupné diagnostické soupravy. Kromé toho je mozné analyzovat hladinu hTR a
hTERT transkripti pomoci kvantitativni RT-PCR, detegovat hTR podjednotku pomoci
hybridizace in situ a katalytickou proteinovou podjednotku specifickymi protilatkami na
Western-blotu nebo in situ v buitkdch a na tkdnovych fezech. V nékterych ptipadech je
z4douci analyza délky telomer, kterd se provadi bézn¢ pomoci Southernovy hybridizace tzv.
terminalnich restrikénich fragmenti (telomerovd DNA nema cilova mista pro restrik¢ni
enzymy, proto zustdvd po restrikénim S$tépeni ostatni genomové DNA neStépend).
Informativnéj$i je ovSem analyza telomer in situ, kterda umoziuje detekci i kvantitativni
vyhodnoceni délky jednotlivych telomer, zejména pro zjisténi piipadi jejich extrémniho
prodluzovani mechanismem ALT. Vedle toho analyza délky telomer u vétSiny typ nadora
ukazuje pfitomnost stabilnich telomer zkracenych na zlomek jejich pivodni délky. To svédci
o tom, Ze k aktivaci telomerasy dochdzi zpravidla ve stadiu M2. Primérni pfi¢inou maligniho
zvrhnuti tedy byva mutace v kontrolnich systémech zajistujicich jinak replika¢ni blok jiz ve
stadiu M1 (p16/pRB, p53), takze klon buné€k pokracuje v proliferaci az do kritického zkraceni

telomer, a teprve v této fazi dochazi v nékterych buiikdch k aktivaci telomerasy a imortalizaci.

5. Protinadorova terapie zaloZena na inhibici telomerasy

Z uvedeného rozboru problematiky je ziejmé, ze telomerasa je téméf univerzalni marker a
imortalizujici faktor nddorovych bunék. Proto se stala Zadoucim cilem novych lécebnych
pfistupt v onkologii, které by mohly splnit kritéria pozadovaného terapeutického efektu s
minimalnimi vedlejSimi Uc¢inky. Nicméné fakt, Zze telomerasa neni pfitomna pouze v
nadorovych buikach, ale je potiebnd v kmenovych buikach, regenerujicich se tkdnich a v
zarodecnych bunkach, vede k nutnosti feSit otdzky nechténych Uc¢inkd "protitelomerasove"
terapie.

Pro kmenové bunky je vyhodou, Ze jejich telomery jsou nékolikanasobné delSi nez
telomery nadorovych bunék. Tento rozdil by mohl pfedstavovat dostateCny prostor pro
aplikaci protitelomerasové terapie. Navic kmenové bunky proliferuji s dlouhymi prestavkami
a béhem klidového obdobi jsou jejich pozadavky na syntézu telomer minimalni.

Dals§im moznym problémem je prodleva v G€inku této terapie: jeji t€inek se dostavi az pti

uplné ztraté¢ funkcnich telomer. Proto se predpoklada aplikace protitelomerasové terapie spise
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na maléd mnozstvi bunék (typicky pro zabranéni metastazam), zatimco u objemnych nadori je
zadouci jejich piedchozi chirurgické nebo chemoterapeutické odstranéni.

Snad poslednim zatim uvazovanym problémem je existence nadorG vyuzivajicich na
telomerase nezavisly ALT mechanismus (asi 10% piipadil), které by byly k protitelomerasové
terapii rezistentni; feSeni je v tomto piipad¢ v hledani ucinnych inhibitortt ALT pro dosazeni
uplné inhibice syntézy telomer.

Strategii rozpracovavanych pro inhibici telomerazy je v soucasné dobé cela fada; struc¢né
uvedu piiklady téch, které se jevi jako slibné alesponi v experimentech na bunécnych
kulturach a experimentalnich zvifatech. Patii sem v prvé fad¢ aplikace inhibitoru reverzni
transkripce, jako je ddGTP nebo AZT, které se pouzivaji i pro 1écbu AIDS. U téchto Cinidel
lze vSak zté€Zzi hovofit o specifit¢ G€inku. Dal§i moznosti je transformace bunck konstrukty
exprimujicimi dominantné-negativni (mutantni) hTERT, kterd postrada katalytickou
aktivitu, avSak véaze hTR podjednotku, které se pak nedostdva pro sestaveni funkcni
telomerasy. Katalytickou podjednotku, resp. Casti jeji aminokyselinové sekvence, které
obsahuji vazebny motiv pro HLA-A2 alelu MHC (rozsiifena u 50% populace) je mozné pouzit
jako antigenu pro stimulaci autolognich dendritickych bunck, které iniciuji tvorbu
cytotoxickych T lymfocytl, které¢ lyzuji buitky hTERT+ nadort. MoZznym problémem této
imunoterapie zalozené na vakcinaci hTERT- peptidy je autoimunni odpovéd’ proti vlastnim
kmenovym a zirode¢nym bunikdim. V dosud publikovanych studiich k ni vSak nedoslo.
Znacnou vyhodou tohoto pfistupu je okamzity ucinek. Dal$i moznosti je vyuzit jako cile
promotoru hTERT, ktery je pro expresi telomerasy rozhodujici. Na tomto poli se testuje
genova terapie pomoci konstruktdi, v nichz je umistén sebevrazedny gen (napf. gen pro
kaspasu-8, Bax, gen pro spousténi lytického cyklu adenoviru, gen pro A-fetézec difteria-
toxinu), pod kontrolu hTERT promotoru. Vysledkem je specificka lyza nadorovych bunék, v
nichz je promotor hTERT aktivni. Jinou variantou tohoto pfistupu je pouziti thymidinkinasy
jako sebevrazedného genu pod kontrolou hTERT. Exprimujici buiiky v tomto pfipadé ptimo
nelyzuji, ale stavaji se citlivymi na lé¢ivo gancyklovir.

Dalsi velka skupina protitelomerasovych strategii je zamétena proti RNA podjednotce
telomerasy (hTR). Do ni patii konstrukty exprimujici tzv. hammerhead ribozymy. Jsou to
malé molekuly vykazujici endoribonukleasovou aktivitu lokalizovanou ve své katalytické
doméné a specifickou rozpoznavaci sekvenci pro cilovou RNA - v tomto pfipad¢ pro Cast
hTR - ve zbytku své molekuly. Jinym, velmi pfimo€arym pfistupem, jsou nejrizngjsi

antisense strategie, pii nichz se vyuziva bud’ konstruktt exprimujicich antisense RNA, nebo
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piima aplikace nemodifikovanych nebo modifikovanych antisense oligonukleotidl, event.
PNA (peptide-nucleic acids).

Nadéjnym smérem je dale vyuziti nizkomolekularnich latek interagujicich s telomerami,
zejména Cinidel stabilizujicich kvadruplexovou strukturu G-presahu (derivaty
antrachinonu, porfyriny, akridiny a fluorenony) a tim inhibujicich ¢innost telomerasy.
Bohuzel vSak dosud testované latky vykazuji rovnéZ ur¢itou miru nespecifické vazby na DNA
a RNA.

U fady jinych nizkomolekularnich latek, napi. katechinii z ¢aje nebo berberinu a jeho
derivati syntetizovanych cilen¢ k zvySeni inhibi¢niho efektu, neni mechanismus zcela
objasnén, avSak zfejmé interaguji pfimo s komplexem telomerasy. Vysledky jsou natolik
povzbudivé, Ze nékteré z téchto derivatl jsou jiz ve stadiu klinickych zkousek.

Lze predpokladat, Zze kromé uvedenych intervenc¢nich strategii je snad optimalni moznosti
vyuzit ptimo bunécné faktory ti€astnici se piirozené regulace syntézy telomer v buiice. Krome
faktori zminénych v Tab.l se mizZe jednat napf. o tzv. mortalizujici geny které zastavuji
syntézu telomer. Jejich lokalizace (na chromosomech 3 a 7) byla zjiSténa za pomoci
hybridnich linii nesoucich vzdy po jednom lidském chromosomu, dal§i udaje vSak zatim

nebyly publikovény.

6. Bunécné a tkanové inZenyrstvi

Ackoli by se z pfedchoziho textu mohlo zdat, ze telomerasa je tthlavnim nepfitelem, proti
némuz je tieba bojovat, mize byt obnova jeji aktivity velmi uzite¢nd v fadé¢ medicinskych
aplikaci. Dukaz, ze ektopické exprese hTERT staci k obnové aktivity telomerasy (urcita nizka
exprese hTR zpravidla v bunice je) a zvySeni jejich proliferacni kapacity, umoznila
imortalizovat normalni bunky fady tkani, aniz by doslo k jejich maligni transformaci. Je tak
mozné vyvijet lepSi bunééné modely riznych lidskych onemocnéni a produkovat v
neomezené mife normalni lidské buiiky nejriznéjsich tkanovych typt. Moznost "omlazeni"
darcovskych bunc¢k nebo pifimo bunck pacienta mize byt nesmirné¢ vyznamnd na poli
genovych terapii a transplantaci.

Bylo ukéazano, ze nizkd exprese hTERT stabilizuje piednostné kratké telomery. Transfekce
bun¢k pomoci hTERT nema za nasledek neoplastickou transformaci - kontrola bunétného
cyklu a dal$i charakteristiky jsou u transfekovanych bunék srovnatelné¢ s kontrolnimi
bunikami, a tyto buiiky nezptisobuji nddory u imunosuprimovanych mysi. Pro transplantacni
ucely byl vyvinut systém pro piechodnou expresi hTERT na bazi Cre-lox rekombinacniho

systému; kratkodoba exprese hTERT s vyuzitim tohoto systému v lidskych fibroblastech je
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dostatecna pro zachovani funkcnich telomer a pokryva zysSeni jejich proliferacni kapacity o
50%. Byly jiz provedeny prvni xenotransplantacni pokusy s takto transfekovanymi hovézimi
adrenokortikalnimi bunikami, které byly transplantovany SCID mys$im do ledvinové kapsuly.
Mysi transplantaci prezily a jejich glukokortikoid (kortikosteron) byl v plasmé zvitrat nahrazen
hovézim glukokortikoidem (kortisolem). Tkan vytvofena z transplantovanych buné¢k
nevykazovala znaky maligniho fenotypu.

Tyto vysledky dokumentuji soucasny stav bunécného a tkanového inzenyrstvi zalozeného
na vneseni hTERT genu. Jeho budouci perspektivy zahrnuji pfipravu medicinsky a komeréné
vyznamnych proteini, oddéaleni ¢i zpomaleni senescence urcitych tkéani, omlazovani
hematopoetickych kmenovych bun¢k pro zlepSeni transplantaci kostni dfené¢ nebo zvySeni
imunity starSich pacientl. Tato technologie mlze byt dale vyuzita k zvySeni proliferacni
kapacity bunck pfi chronickych koznich viedech, k imortalizaci chondrocytli pii napravé
poskozenych kolennich kloubt, k ptipravé osteoprogenitorovych bun¢k pro kostni Stépy a
endothelidlnich bunék pro tvorbu cévnich ndhrad. Zvyseni replikacni kapacity svalovych
satelitnich bun¢k by bylo vyznamné pro 1écbu Duchennovy svalové dystrofie v kombinaci s
genovou terapii téchto bunék. Obdobné by mohly byt pouzity "telomerizované" buiiky o¢ni
sitnice pro napravu jejich degenerativnich nebo poturazovych zmén. Obecnou vyhodou téchto
pfistupt by bylo pouziti vlastnich bunék pacienta, a tim odstranéni problémil s odvrzenim
Stépu.

Naplnéni perspektiv bunécného a tkanového inzenyrstvi, stejné jako ucinné terapie nadora
na bazi inhibice telomerasy, zavisi pfedevSim na detailnim porozuméni biologii telomer;
pokroky dosazené na tomto poli v pomérmné kratké dobé od objevu telomer a telomerasy

opraviiuji i pfes mnozstvi zbyvajici prace prinejmensim k opatrnému optimismu.

Za cenné rady, pripominky a zejména praktickou spolupraci na vyzkumu telomer dekuji J. Malaskovi
(FN Brno), M. Simickové (MOU Brno) a svym spolupracovnikiim z Lab. mol. komplexii DNA, BFU
AVCR a Lab. FGP-ABVMK, PiF MU v Brné. Vyzkum v lab. J.F. je financovan z prostiedkii MSM
J07/98:143100008, GACR 301/98/0045 a GA AVCR S5004010.
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Tab. 1. Priklady regulace syntézy telomer

Predmét regulace

Nazev faktoru

Mechanismus / a¢inek

NF-Y aktivace transkripce
Spl aktivace transkripce
promotor hTR genu pRB aktivace transkripce
Sp3 represor transkripce
CpG methylace represor transkripce
hTR RNA dyskerin uprava a stabilizace
telomerasového RNP
komplexu
CpG methylace, deacetylace | represe transkripce
histontl
MZF-2 represe transkripce
estrogen aktivace transkripce
c-Myc aktivace transkripce
Spl aktivace transkripce
Mad represe transkripce
promotor hTERT genu (kompetice s c-Myc o faktor
Max )
IFN-a represe pies snizeni c-Myc
p53 represe pies vazbu k Spl

geny mortality na
chromosomech 3 and 7

represe hTERT transkripce

hTERT pre-mRNA

hTERTa

alternativni sestfihova
varianta / inhibice aktivity

hTERT mRNA

FGF-2

snizeni hladiny hTERT
mRNA

hTERT protein

c-Abl tyrosinkinasa

hTERT fosforylace / aktivace
telomerasy

PP2A

hTERT defosforylace /
inhibice telomerasy

P 1 6INK4A P 1 5[NK4B

inhibice cdk / inhibice
telomerasy

p23/hsp90

asociace s hTERT proteinem /
nutna pro sestaveni aktivni
telomerasy

hTERT + hTR

TEP1

nutny pro sestaveni
telomerasového RNP a
stabilitu hTR

Telomerova DNA

TRF1

vazba na telomerovou dsDNA
a jeji ohyb / represor elongace
telomer

TRF2

ochrana G-ptesahu, podpora
tvorby t-smycky

TRF1

tankyraza

poly-ADP-ribosylace TRF1 /
represor vazby TRF1 k
telomete, zvysSeni dostupnosti
telomerové DNA pro
telomerasu

TIN2

interakce s TRF1 / opacny
vliv neZ tankyrasa
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1. Historie projektu sekvencovani

Projekt sekvencovani genomu kvasinky Saccharomyces cerevisiae byl iniciovan prof.
Goffeau (1989) ve spolupraci s Evropskou komisi (EU).Celkovy obsah DNA v haploidnim
genomu je u S. cerevisiae jen asi 3-4x vyssi nez u bakterie Escherichia coli. Pro sekvencovani
byla dualezita 1 skutecnost, Zze haploidni bunky tohoto modelového eukaryotického
mikroorganismu obsahuji 16 chromosomi, jejichz velikost (obr. 1) se pohybuje v rozmezi od
asi 200 Kbp do 1,6 Mbp. Molekuly DNA jednotlivych chromosomil lze tudiz separovat
pomoci pulzni elektroforézy. Pro pilotni studii byl vybran chromosom III. Prace byla zalozena
na DNA knihovnéach pfipravenych M. Olsonem a C. Newlanem. Vice nez 30 evropskych
laboratofi obdrZelo ke zpracovani tiseky o délce asi 11 Kb. Sekvence 315 Kb byla zvefejnéna
roku 1992 (Oliver et al.). Zbylé chromosomy byly distribuovany mezi ¢leny sekvencovaciho
konsorcia EU a dale do vybranych laboratofi v Kanad¢, Anglii, USA a Japonsku. Evropsky
sekvencovaci projekt byl zalozen na spolupraci koordina¢niho centra MIPS (Martinsried
Institute for Protein Sequences) s koordindtory sekvencovani jednotlivych chromosomut a
skupinami laboratofi, které sekvencovani realizovaly. Postup byl rozdélen do nékolika kroki:
a) pfiprava a distribuce usporadanych knihoven pro jednotlivé chromosomy koordinatorem
b) verifikace restrikénich map a sekvencovani usektit DNA laboratofemi, v¢etné odesilani dat

do MIPS
c) usporadani sekvenci, kontrola kvality a ulozeni dat do databaze (MIPS)

Ve vysledné verzi sekvence genomu se v celkové délce 12,1 Mb vyskytuje
pouze asi 2000 chyb. Sekvence dokoncend v dubnu 1996 zahrnuje témét cely genom. Schézi
120 opakovani rRNA gent na chromosomu XII a tseky na koncich chromosomii. Poznatky o
sekvenci, véetné pocitatové analyzy primarnich dat, byly shrnuty ve zvlastnim cisle Casopisu

Nature (1997).
2. Pocitacova analyza sekvence
Zakladni analyza sekvenci zahrnuje informace o celkovém rozlozeni hustoty

GC resp. AT parQ a o polohach ORF, genii pro RNA a rtiznych genetickych elementii, véetné
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jejich opakovani, které bylo sledovano rozborem vnitinich homologickych tsekt. Celkovy
pocet ORF, vétsich nez 300 b, byl 6279, ORF mensich, ale identifikovanych na zékladé
podobnosti se zndmymi geny, bylo 87. Pouze 220 ORF obsahovalo introny a 15 5-UTR
introny. Nejistych bylo asi 384 ORF. Na tRNA pfipadalo 277 gent, z toho 58 obsahovalo
introny. Na rRNA (5§ S; 5,8 S; 18 S a 25 S) ptipadalo 100 — 200 geni. Na snRNA 1 gen,
SRP-asociovanou RNA 1, na Rnasa P-RNA 1, na telomerasovou templatovou RNA 368 a na
razné LTR sekvence 368 elementd. NejdilezitéjSimi genetickymi elementy byla
retrotransposony TY1 66 , TY2 26, TY3 4, TY4 6 a TYS 2 elementy. Na zéklad¢ analyzy
kodujicich sekvenci v rdmci ORF bylo zaznamenino plivodné 38 % proteind jiz diive
znamych na zaklad¢ biochemické a genetické analyzy kvasinky S. cerevisiae. 6 % proteinil
vykazovalo vysoky stupeii homologie s proteiny zndmymi u jinych organismil. Niz$i stupeni
homologie vykazovalo 13 % proteinti. 11 % proteinti bylo homolognich s dfive popsanymi
proteiny o nezndmych funkcich a Zddnou homologii nevykazovalo 26 % proteinl. Zbyvajici
ORF byly nejisté. V soucasné dobé je pochopitelné zastoupeni v prvnich dvou skupindch
podstatné vys$i. Z hlediska funkce je se znacnou pravdépodobnosti popsano témet 60 %
proteinti. Proteiny prvnich dvou skupin byly klasifikovany podle funkce tak, aby byla ziskana
hruba ptedstava o tom, kolik proteind pfipadad na rGzné typy bunécnych funkci. Zhruba lze
fici, Ze na metabolizmus pfipada asi 28 % proteind, z toho na ziskavani energie 5 %. Na rist,
déleni a syntézu DNA 19 %, transkripci 15 %, proteosyntézu 7 %, dalsi osud proteini 10 %,
transportni zatizeni 6 %, vnitrobunécnou dopravu 7 % a pienos signali 2 %. Je pochopitelné,

ze v této oblasti 1ze o¢ekavat urcité zmeény s piibyvanim informaci o dalSich ORF.

3. Funkéni analyza genomu

Pocitatova analyza se stala zadkladem pro hlubsi funkéni analyzu genomu, jejiz strategii
ramcoveé popisuje schema na obr. 2. V soucasnosti lze zaznamenat dvé hlavni hlediska
piistupu. Jako prvni se uplatiiovalo hledisko charakterizované zaméfenim na analyzu funkce
jednotlivych geni. V posledni dobé se stale vice uplatiuje piistup z hlediska celku, coz
umoznily nové technologie pro sledovani kvantitativniho zastoupeni riznych mRNA (projekt
transkriptom), resp. riznych proteinli (projekt proteom). Tyto celkové pohledy, zalozené na
sledovani zmén obrazce exprese genl na urovni zastoupeni mRNA nebo proteint, a to v
zéavislosti na podminkéch, ptfindseji informace o dynamice vztahi bunécnych procesii v ramci
bunécného cyklu, zivotnich cykll, po zméné kultivaénich podminek, v souvislosti s
plsobenim riznych stresovych faktorti, anebo po inaktivaci jednotlivych gent. Kvasinka S.

cerevisiae zaujima v této oblasti mimofadné postaveni, zejména proto, ze metody cilené
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inaktivace gend jsou u tohoto modelového organizmu dokonale rozpracovany a jejich
moznosti jsou mnohem véEtsi nez u jinych organizml. Také soucasny stav poznatkli o
transkripcnich faktorech, asi 90 jich je v soucasnosti identifikovano, dovoluje velmi hlubokou
analyzu regulace transkripce. Metody zafazovani genii do SirSich souvislosti bunécnych
procesi tento typ analyzy jeSt¢ vyrazné zhodnocuji. Napt. vysoky stupen znalosti o
metabolickych fetézcich dovoluje vytypovat urcité tUseky mezi vétvenimi, pro které je
charakteristicky zav€re¢ny produkt, kterym Ize kompenzovat nedostatek proteinu,
podilejiciho se na realizaci ptislusSného predchoziho tiseku metabolického fetézce. Na tomto
principu Ize funkci jednotlivych proteini metabolické skupiny zatazovat do SirSiho kontextu a
dokonce provadét skupinové selekce klond, které jsou poskozeny v genech, piinalezejicich k
jednotlivym metabolickym tsekim. Podobné postupy, umoziujici rychlé zafazovani proteint,
resp. genu, které je koduji, do SirSiho funkcéniho kontextu, byly vypracovany i pro dalsi
funk¢ni okruhy (ptehled viz Brown a Tuite, 1998).

Projekt kvasinkovy transkriptom byl historicky odstartovan metodou sekvencni analyzy
kratkych znackovych tsekl (tags), odvozenych od cDNA, které byly specificky usporadany
do konkatemerti. Metoda se oznacuje SAGE (Seridl Analysis of Gene Expression). V
soucasné dob¢ je nejperspektivnéj§i v této oblasti metoda hybridiza¢nich matric
(hybridization assays), ktera je zalozena na vytvafeni matric imobilizovanych cilovych
sekvenci na pevném nosici. V kazdé skvrné matrice je imobilizovana DNA komplementarni k
jinému genu. Matrice je hybridizovana s hybridiza¢nimi znackami, odvozenymi od bunécné
mRNA. Po pfipojeni sond na matrici Ize odecist relativni mnoZstvi sond, vazanych na
jednotlivé skvrny, a tim ziskat pfedstavu o profilu zastoupeni transkriptti jednotlivych genti v
ramci populace mRNA za urcitych podminek. V soucasné dobé matrice na 4 mikrocipech
staci pro cely kvasinkovy genom. Ve skvrnach se nachéazeji bud’ kratké (20 — 25 b)
reprezentativni oligonukleotidy, anebo PCR produkty.

Hlavné pokroky v hmotové spektroskopii oteviraji nové moznosti detekce a rozliSeni
proteinli ve smési piimo, anebo v kombinaci s délenim bunéénych proteind pomoci
dvojrozmérné elektroforézy. Hmotova spektroskopie také otvird nové moznosti pro analyzu
slozeni bunécnych lipidd (lipidom) a ptfipadné i1 polysacharidi. Zacind se uvazovat i o
profilech metaboliti (metabilon).

Analyza individudlnich genl a jejich produktl (obr. 2) pochopitelné Cerpa z informaci
celkové analyzy a navic pfinasi n¢které specifické vypovédi. Pii analyze ORF resp. genu se
vychazi z moznosti inaktivace funkce genu, deleci, pferuSenim za pomoci vlozeni jiného

genu, anebo mensi mutaci (napt.bodovou mutaci ), ptipadné mutaci s podminénym ucinkem.
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Hleda se fenotypovy projev takové mutace. Druhy piistup je zaloZen na zvySeni exprese genu
nad obvyklou normu a hledani odpovidajiciho fenotypového projevu za riznych podminek. V
takovémto piipadé se obvykle gen zatrazuje za silny regulovany promotor a piipadné se
umist'uje na plasmid s vét§im poctem kopii. Analyza na trovni produktu, tj. RNA ¢i proteinu,
je dalSim moznym piistupem. V souvislosti s analyzou individualnich gent je tieba
pfipomenout, Ze jsou k dispozici jak kompletni genomové, tak cDNA knihovny S. cerevisiae,
kompletni sady mutantli s poSkozenymi jednotlivymi geny a obrovské kolekce nejriiznéjSich
typi mutanti jednotlivych genti. V podstaté lze fici, ze diky piednostni a velmi vykonné
homologni rekombinaci v S. cerevisiae, 1ze snadno piipravit jakékoliv mutantni kmeny s
cilen¢ upravenymi geny a dokonce s reorganizovanymi chromosomy (podrobné;ji viz kapitola
4).

Kvasinka S. cerevisiae je v soucCasné dob¢ také jednim z nejlépe prostudovanych
organizmu z hlediska interakci proteini navzajem a interakci proteini s DNA 1 proteint s
RNA. K tomuto ucelu jsou vyuzivany tzv. hybridni systémy. Princip dvouhybridniho
systému, zaloZzeného na expresi reporterského genu (napft. lacZ, anebo his3), respektive na
aktivatoru transkripce gal4, je zndzornén na obr. 3. Dvouhybridni systém muze odpovédét na
otazku, s kterym, anebo s kterymi bunéénymi proteiny muze interagovat testovany protein,
jehoz kodujici sekvence je fizovana se sekvenci DNA kddujici vazebnou doménu aktivatoru
transkripce na specidlnim vektoru. Knihovna gent fizovanych se sekvenci, kodujici aktivaéni

doménu gal4 na specialnich vektorech, predstavuje druhy clanek dvouhybridniho systému.

4. Cilena mutagenese

Jak jiz bylo zminéno vySe, zvlastni vyhody pro analyzu genomu plynou z metod cilené
mutagenese in vivo, které jsou zalozeny na homologni rekombinaci. Na obr. 4 je napf.
znazornén princip postupu pro cilené preruseni libovolného kvasinkového genu genem pro
kanamycinovou rezistenci, kterd je sdruZena s rezistenci proti geneticinu, U¢innému
antifungdlnimu antibiotiku. Zacileni je zajiSténo pomoci syntetickych oligonukleotidd, které
funguji také jako primery pifi PCR amplifikaci genu, pochdzejiciho z bakterii. Syntetické
sekvence na okrajich amplifikovanych gent jsou homologni se sekvencemi, ve kterych ma
nastat rekombinantni vloZeni. Délka téchto sekvenci ma byt asi 50 b.
5. Priony

V kvasince S. cerevisiae existuji kromé chromosomu jest¢ nemendelovské genetické
elementy. Jsou to jiz sekvencovand mitochondridlni DNA, cytoplazmatick¢é dsRNA ve

virovych partikulich, dsDNA jaderného cirkularniho plasmidu a nakonec né¢kolik typa
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prionovych proteintl. Nejznamé&;jsi z nich jsou priony /PSI" ] odvozené od Sup 35p a [URE3]
odvozené od Ure 2p. Na téchto prionovych systémech se podafilo ukazat, ze 1écba od priont
je mozna, alespon u kvasinek, a dale, ze priony mohou za urcitych okolnosti buikdm pfinaset
vyhody. Napt. /PSI"] buiiky 1épe rostou za nékterych stresovych podminek nez buiky /psi/,
zatimco za priznivych podminek nejsou mezi obéma typy bunék podstatné rozdily. Objev
kvasinkovych prionti je dilezity hlavné proto, Ze umoziuje bezpecné experimentovat s
»deédicnymi“ elementy, které jsou jiného typu nez DNA ¢i RNA. Na mikrobidlnim modelu
lze metodami proteinového inzenyrstvi zkoumat, ¢im je podminén vznik konformacniho
stavu, ktery je schopen vyvolat lavinovitou zménu u shodnych proteinti, které prionovou

konformaci a sklon k tvorbé amyloidnich shlukli nevykazovaly.

Literatura

Problematice funk¢ni analyzy sekvence genomu S. cerevisiae véetné metod celkovych pohledt je
vénovana monografie Yeast Gene Analysis , Methods in Microbiology Vol. 26, eds.: Brown A.J. P.,
Tuite M. F., Acad Press, San Diego, London, New York, Sydney, Tokyo, Toronto. Recentni informace
jsou shrnuty na webovych strankach ( viz tabulka ). V téchto zdrojich ¢tenar nalezne mnozstvi dalSich
odkaz.
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Tab. 1. Dilezité adresy a jejich zaméreni

Nézev Adresa Popis

SGD http://genome-www.stanford.edu/Saccharomyces/ genom, proteom

MIPS http://www.mips.biochem.mpg.de/proj/yeast/ proteom

YPD http://www.proteome.com/ proteom

NCBI http://www.ncbi.nim.nih.gov/ genom, proteom

Sanger institute http://www.sanger.ac.uk/Projects/S_cerevisiae/ genom

ExPASy http://www.expasy.org/

RSA Tools http://iwww.ucmb.ulb.ac.be/bioinformatics/rsa-tools/ Regulatory Sequence Analysis Tools

Yeast resource center

http://depts.washington.edu/%7Eyeastrc/index.html

PathCalling

http://portal.curagen.com/extpc/com.curagen.portal.serv
let.Yeast

Yeast Interaction Database

MicroArray Informatics

http://www.ebi.ac.uk/microarray/index.html

Gene Expression and
Microarray Links

http://industry.ebi.ac.uk/~alan/MicroArray/

PROSPECT: Promoter
Inspection Tool

http://www.ncbi.nim.nih.gov/CBBresearch/Postdocs/Wa
taru/PROSPECT/

SCPD: The Promoter Database
of Saccharomyces cerevisiae

http://cgsigma.cshl.org/jian/

Yeast Gene Duplications

http://acer.gen.tcd.ie/~khwolfe/yeast/topmenu.html

Yeast Introns

http://www.cse.ucsc.edu/research/compbio/yeast_intron
s.html

Yeast snoRNAs

http://www.bio.umass.edu/biochem/rna-
sequence/Yeast_snoRNA_Database/snoRNA_DataBas
e.html

Yeast tRNAs

http://biochimica.unipr.it/yeasttRNA.html

Yeast Telomeres

http://www.leicester.ac.uk/genetics/ejl12/Research.html

Yeast Protein Linkage Map

http://depts.washington.edu/sfields/yp_project/index.ht
ml

Yeast Membrane Protein
Library

http://cbs.umn.edu/yeast

Webminer Genomic Data
Search Tool

http://webminer.ucsf.edu/cgi-bin/mkjavascript

TRIPLES - a database of
transposon-insertion
phenotypes, localization and
expression

http://lygac.med.yale.edu/triples/triples.htm

Genome-Wide Protein Function
Prediction

http://www.nature.com/server-
java/Propub/nature/402083A0.frameset?context=toc

Yeast Cell Cycle Analysis
Projects

http://genome-www.stanford.edu/cellcycle/

Yeast Microarray Global Viewer

http://www.transcriptome.ens.fr/lymgv/

Yeast Deletion Strains

http://www-deletion.stanford.edu/cgi-
bin/deletion/search3.pl

NCRR Yeast Resource Center

http://depts.washington.edu/~yeastrc/index.html

Gene Ontology

http://www.geneontology.org/

Other Biological Links

http://genome-www.stanford.edu/other_biol.html

Yeast Genome Directory

http://www.nature.com/genomics/papers/s_cerevisiae.ht
ml
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Obr. 1. Chromosomy S. cerevisiae
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Obr. 2. Strategie funk¢ni analyzy genomu S. cerevisiae
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Obr. 3. Princip dvouhybridniho systému u S. cerevisiae
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Sekvencovani genomu Arabidopsisthaliana
Milos Ondrej

Ustav molekularni biologie rostlin AV CR, Ceské Budg&jovice

Je pravdépodobné, ze bude snaha predejit namitkdm vefejnosti proti transgennim
rostlindm tim, Ze se budou jako transgeny kulturnich rostlin vyuzivat rostlinné geny.
Podminkou toho je dostatecné Siroky vybér rostlinnych genti. Prvni krok k nému byl u€inén.
Je jim sekvencovani genomu Arabidopsis thaliana. To bylo dokonceno a stile pokracuje
funkéni charakterizace jednotlivych genti v genomu, ve které rozhodujici slovo ma inser¢ni
mutagenese. Proto by méla i zde mit své misto kapitola o projektu genomu Arabidopsis
thaliana a jeho zatim ziskanych vysledcich. Projekt genomu A. thaliana byl zahajen v roce
1992, kdy zacaly pokusy s funkéni charakteristikou jednotlivych gent rostlinného genomu
klonovanim mutaci, ziskanych chemickou mutagenesi na zéklad¢ ,,map-based cloning* a
charakteristika mutaci, ziskanych inzeréni mutagenesi. Vroce 1996 se zaalo se
systematickym sekvencovanim genomu A. thaliana. Sekvence chromosomt 2 a 4 vysla pred
Véanocemi 1999 a sekvence dalSich tfi chromosomi pfed Vanocemi 2000. Funkéni

charakteristika jednotlivych genli genomu a jejich hlavnich interakci pokracuje neptetrzite.

Celkovy pohled na genomovou sekvenci Arabidopsis thaliana

Na konci 2. tisicileti bylo dokon¢eno sekvenovani 15.4 Mb z celkovych 125 Mb
genomu A. thaliana. Je to prvni sekvence rostlinného genomu, ktera soucasné umoziuje
roz§ifeni znalosti o struktufe vsSech eukaryontnich genomi. Pii jejim studiu bylo

identifikovano mnoho genti genomu této rostliny a prostudovany jejich funkce.

Kodujici sekvence

Funkce 69% gent byla klasifikovana podle sekven¢ni podobnosti s proteiny, zndmymi
u vSech organismil. Pouze 9% gent bylo charakterizovano experimentaln€. Stejné vlastnosti
byly ptedpokladany u proteinti, smérovanych do mitochondrii, a u 14 genovych produkta se
odhaduje, Ze je smerovano do chloroplasti. Asi 30 procentim z celkem 25 498 genovych
produktti (celkem 87427 exonti a 70 379 intront), které zahrnuji jak proteiny, specifické pro
rostliny, tak i proteiny s podobnosti genim s nezndmou funkci z jinych organismi, nemohla

byt pfisouzena funkce. Pouze 8-23% genll, zapojenych v procesu transkripce (transkripénich
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faktorl) ma ptibuzné geny u jinych organismt,, coz dokldda nezavislou evoluci mnoha
rostlinnych transkripénich faktorti. Naproti tomu, 48-60% genli, které se ucastni na
proteosyntéze ma svoje protéjsky u jinych organismi, coz dokldd4 konservativnost genové
evoluce. Pomém¢ vysoka frekvence shody mezi geny A. thaliana a bakterialnimi geny je
v kategoriich ,,metabolismus* a ,,energie a ukazuje jak na ziskavani bakterialnich genua
z predki chloroplastd, tak na vysokou konzervativnost sekvenci mezi druhy. Pravé tak
porovnani s jednobunécnymi a mnohobunéénymi eukaryonty ukazuje, ze geny Arabidopsis,
které koduji proteiny zapojené v bunécné komunikaci a pfenosu signalti maji vice spole¢ného
s mnohobunéénymi eukaryonty nez s kvasinkami.

Vyznamné redundance gent Arabidopsis thaliana je ziejma z duplikaci segmentd a
paralelné uspofadanych homolognich usekii. Navic je mnoho dalSich duplikovanych geni,
které jsou rozptyleny po celém genomu. Kdyz se berou v uvahu duplikace, celkové se genom
skladd z 11 601 genil pro riizné proteiny. Jen 35% vSech genli pro proteiny je v genomu
ptitomno v jedné kopii a 37,4% vsech proteint je kddovano vice nez péti geny, coz je daleko
veétsi podil, nez u drosofily (12.1%) nebo C. elegans (24%).

Z celkového poctu 2600 genl jich zatim jen 10% bylo podrobné prostudovéno
samostatné 1 v nékterych hlavnich interakcich.. Na trovni molekularni genetiky byly poznany
nekteré zakladni mechanismy genové regulace, bunééné organizace, pienosu signalu, vyvoje,
metabolismu, fotomorforegulace, regulace kveteni a fotosyntézy nebo genetické reparace.
Zajimavé je, ze Arabidopsis thaliana obsahuje fadu gent, homolognich lidskym gentim, které
pusobi u cloveéka znamé dédicné defekty.

Absolutni pocet jednotlivych genti plus genovych rodin A. thaliana je v rdmci ostatnich
eukaryont 11000 - 15000, ale proporce genovych rodin je u A. thaliana vétsi.

Vétsina funkci, identifikovanych u genii na zdklad¢ proteinovych domén, je
konzervovana v podobnych proporcich u Arabidopsis, S. cerevisiae, = Drosophila a
Caenorhabditis elegans. Byly hledany homologie 289 genli , odpovédnych za dédi¢né
choroby c¢lovéka a u A. thaliana jich bylo zjisténo 139 (48%). 17 znich mé u A. thaliana

v

sekvenci podobngjsi lidskym geniim nez kvasinkovym.
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Tab. 1. Podil genti riznych organismd pfitomnych v jedné kopii nebo jako rodiny paralognich kopii

Organismus Pocet Jednotlivé |2 ¢leny |3 ¢leny |4 ¢leny |5 ¢lend |vice
jednotlivych ¢lend
gent plus
genovych
rodin

Haemophilus influenzae | 1 587 88.8% 6.8% 2.3% 0.7% | 0.0 1.4%

Saccharomyces 5105 71.4% 13.8% 3.5% 22% | 0.7% | 8.4%

cervisiae

Drosophila 10 738 72.5% 8.5% 3.4% 1.9% | 1.6% |12.1%

melanogaster

Caenorhabidltis elegans |14 177 55.2% 12.0% 4.5% 2.7% | 1.6% [24.0%

Arabidopsis thaliana 11601 35.0% 12,5% 7.0% 4.4% | 3.6% |37.4%

Celkem 150 genovych rodin A. thaliana je unikatnich. Zahrnuji jak transkripéni
faktory, tak strukturni proteiny, enzymy a proteiny s neznamou funkci. Cleny rodiny gent,
spolecné vSem eukaryontiim, proSly u Arabidopsis podstatnymi zménami (zvySenim a
snizenim poctu). Doslo také k pfenosu pomérné omezené¢ho poctu genl ze sinic — od

predpokladanych predchtidct chloroplastti.

Organizace genomu

V genomu A. thaliana je celkem 1528 tandemovych tsekt, duplikaci az multiplikaci,
které zahrnuji 4 140 genti s opakovanim az 23 genti. Celkem 17% vSech genii je v tandemech.
Duplikace velkych segmentti pocitaly se segmenty o délce nejméné 1000 bp a s identitou
nejméné 50%. Takovychto duplikovanych segmentii bylo nalezeno celkem 24, o skutecné
velikosti 100 kb nebo vétsi, které zahrnovaly 65,6 Mb, tedy 58% genomu.V centromerickych
usecich z toho byl zjistén jen jeden duplikovany usek o celkové velikosti 375 kb, obé kopie
na chromosomu 4. Mnoho duplikovanych segmentli vykazovalo dalsi ptrestavby, jako
naptiklad inverze uvniti duplikovaného useku. Protoze vétSina geni genomu A. thaliana se
vyskytuje v duplikovanych (ale ne triplikovanych) usecich, je pravdépodobné, ze Arabidopsis
meéla tetraploidniho piedka. Srovnavani sekvenci 4. thaliana a rajcete ukazalo, ze k duplikaci
genomu za vzniku tetraploidu doslo pfed 112 miliony let. Je vSak také mozné, ze v pribéhu

evoluce doslo k nékolika nezavislym duplikacim.

Srovnavaci analyza sekvenci Arabidopsis v databazich
Genotyp 4. thaliana, ktery byl sekvencovan, je oznacovan jako rasa Columbia 0. Jina
Casto vyuzivana rasa A. thaliana je oznaCovana jako Landsberg erecta. V databazich se

najdou dosti dlouhé sekvenované tuseky této rasy a ty byly srovnavany s Columbia 0.
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Srovnavani sekvence A. thaliana dané databaze se sekvencemi jinych databazi umoziuje
poznani mikrostruktury genomu tohoto druhu a dale umoziuje pouziti novych molekulérnich
sond pro mapovani. V lokusech pro rezistenci k chorobam byl zjistén vysoky polymorfismus.
Takovéto lokusy jsou Castymi lokusy ilegitimni rekombinace. Pfi srovndvani delSich useki
(ast 80 kb) mezi Columbia 0 a Landsberg erecta byly zjistény dvé tiidy polymorfismu:
polymorfie jednotlivych nukleotidd (SNP) a inserce-delece (InDels). Celkem bylo zjiSténo
25 274 SNPs, tedy jedna na 3.3kb. Déle 14 570 InDels pramérné délky 6.1 kb. Jejich skute¢na
délka se liSila v rozmezi od 2 bp do 38kb, ale 50% jich bylo menSich nez 50bp a 10% z nich
bylo na mistech lokalizace mikrosatelitl. U vétSich inserci (nad 256 bp) 30% z nich mélo
sekvenci, odpovidajici transposase, takze jejich podstatna ¢ast vznikla v disledku transposic.
Mnoho z nich obsahovalo aktivni geny, které nemély vztah k transposoniim. Mnohé z genti,
které byly nalezeny jako inserce u jedné linie, byly u druhé nalezeny na jiném misté¢ genomu.
V pribéhu evoluce tedy dochazi k pfenosu genii na riznd mista. Polymorfismus postihuje

pfiblizné stejné casto kodujici 1 nekodujici useky DNA.

Porovnani A. thaliana a ostatnich rostlinnych druhi

K oddé€leni genomt €. Brassicaceae A. thaliana a Capsella rubella doslo pred 6.2-9.8
miliony let a oba genotypy jsou si stale velmi podobné, shoduji se v 85% svych sekvenci.
Hlavni rozdily jsou rozsahl¢ triplikace a ptestavby v genomu C. rubella. Rozdily mezi druhy
Arabidopsis thaliana a Brassica oleracea jsou naopak znacné, aCkoliv doba rozd€leni obou
rodil je jen asi dvojndsobna., K diferencim mezi obéma rody doslo hlavné v triplikovanych
sekvencich, coz ukazuje, ze polyploidie urychluje evoluci.

Fylogenetické linie Arabidopsis a rajcete se rozdélily asi pred 150 miliony lety a
srovnavaci analyza zjistila komplexni zmény. Ctyfi useky genomu A. thaliana jsou vzajemné
podobné a jsou také podobné jednomu tseku genomu rajéete, coz vypada, jakoby v genomu
A. thaliana doSlo ke dvéma za sebou nasledujicim duplikacim. Druhd z nich, pfed cca 112
miliony let, byla pravdépodobné spojena s polyploidii. Genomy Arabidopsis a ryze se
rozlisily pted 200 miliony let. V tomto pfipad¢ se nasly jiné tii useky genomu A. thaliana,

podobné vzajemné a soucasné podobné jednomu useku ryze.

Integrace tri genomu_rostlinné bunky

Genomy jadra, chloroplastli a mitochondrii se podstatné lisi poctem gentl, jejich
organizaci a stabilitou. Plastidové geny jsou tésné nahlouceny a plastidovych genom je u

vSech rostlin velmi konzervativni, zatimco mitochondridlni geny jsou v mitochondrialnim
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genomu daleko vice rozptyleny, jejich slozeni je daleko méné konstantni a mitochondrialni
genomy podléhaji Castym rekombinacim. Je zndmo, Ze dochazi k toku genli z organel do
j&dra. Aby bylo mozno nalézt jaderné geny A. thaliana, které mohou byt organelarniho
puvodu, byly porovnavany vSechny proteiny A4. thaliana, odvozené z jaderného genomu
s témi, které jsou u raznych rostlinnych druhii znamy z chloroplastového a mitochondrialniho
genomu. Tim byly urCeny proteiny, které jsou v genomu A. thaliana kdédovany jadernym
genomem, ale které jsou podobné proteinim, kédovanym v jinych druzich chloroplastovym
nebo mitochondridlnim genomem. Byly nalezeny 4 takovéto mitochondrialni geny a 44 gent
chloroplastovych. 4. thaliana mé velké mnozstvi jadernych genti homolognich s geny sinice
Synechocystis (homologie byla nalezena s geny pro celkem 404 proteiny Synechocystis).
Provadélo se hledani homologie v databazich s jinymi sinicemi nez Synechocystis. Bylo
identifikovano 69 dalSich proteint A4. thaliana, kodovanych geny bunééného jadra, které jsou
pravdépodobné plastidového plvodu. 25% znich vSak mé signalni sekvenci, kterd by
zajistovala transport do chloroplastli a je pravdépodobné, ze v souCasné dobé jsou tyto
proteiny aktivni v cytoplasmé&. Pfenos genti stale pokracuje. Celkem bylo nalezeno 17 inserci
plastidové DNA v jadfe o celkové délce 11 kb, které obsahovaly celé¢ geny pro proteiny i
tRNA, fragmenty gentli, introny i mezigenové useky. Nasledujici preskupovani tuseku
v chloroplastech je mozno demonstrovat na genu afpH, ktery byl pivodné cely pienesen a
v soucasné dobé je na dvou mistech oddélenych usekem 2kb. V jadie je také 13 kratkych
inserci mitochondrialni DNA o celkové délce 7kb kromé velké inserce v useku centromery

chromosomu 2.

Tab. 2. Obecné rysy geni kédovanych ti‘emi genomy Arabidopsis thaliana

Jadro Chloroplasty | Mitochondrie
Velikost genomu 125 Mb 154 kb 367 kb
Ekvivalentli 2 560 26
genomu/bunku
Duplikace 60% 17% 10%
Pocet genii kod. proteiny 25498 79 58
Poradi genti variabilni, ale konzervativni variabilni
syntenni
Hustota (kb/gen) 4.5 1.2 6.25
Priméry kodujici sek 1900 b 900 b 800 b
Geny s introny 79% 18.4% 12%
Geny/pseudogeny 1/0.03 1/0 1/0.2-0.5
Transposony 14% 0 4%
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Transposony

Transposony Arabidopis zaujimaji asi 10% genomu a asi 20% nekodujici DNA. Existuje
tam jednak fada typd, znamych z jinych organismu, jako elementy podobné copia, gypsy,
samotné¢ LTR, retrotransposony, LINEs (long interspersed nuclear elements), SINEs (short
interspersed nuclear elements), hobo, Activator, Tam elementy a podobné hAT, CACA, MITEs
(miniature inverted-repeat transposable elements). Déle jsou to nékteré specifické elementy,
charakteristické pro A. thaliana, oznatované MULE, MURA, CACTA. Useky bohaté na
transposony jsou chudé na geny a maji nizsi frekvenci rekombinaci na fyzikalni jednotku

DNA. Vyznacuji se nizkou expresi gent.

Telomery, centromery a rDNA

Geny pro 18S, 5,8S a 28S rRNA jsou lokalizovany v kratkych ramenech
chromosomil 2 a 4. Oba useky, které nebyly podrobné sekvenovany, tvoii 3.5-4 Mb a
obsahuji asi 350-400 vysoce methylovanych kopii, fady stejné orientovanych zakladnich
gent, kazdy o délce piiblizn¢ 10 kb. Geny pro 5S rRNA jsou v tandemovych seriich
v centromerovych oblastech chromosomti 3,4 a 5.

Telomerové sekvence A. thaliana se skladaji z opakovani CCCTAAA a maji délku 2-3
kb. T jinde v genomu, ale Casto v centromerové oblasti, jsou fady této (n€kdy netplné)
sekvence, které mohou mit délku az 24 kb. Tyto sekvence jsou mozna pozlstatky prestaveb,
ke kterym doslo v pribéhu davné fylogenese.

Centromerické sekvence se skladaji predev§im z mnohonasobného opakovani zakladni
sekvence 180 bp. Centromerické useky v SirSim smyslu slova obsahuji retroelementy,
transposony, mikrosatelity a stfedné repetitivni sekvence. Tato opakovani se vzacné vyskytuji
1 v euchromatinové DNA. Protoze tato opakovani maji odlisnou afinitu k né¢kterym barvivim,
snizenou frekvenci crossing overu, vysoky stupeil methylace a velmi nizkou expresi geni,
jsou typickymi heterochromatinovymi useky. Pivodné se ptredpokladalo, Ze jsou zcela bez
geni, ale bylo tam nalezeno 47 gent, k jejichz, alespon nizké, expresi dochdzi. V nékterych
piipadech jsou tyto geny na ostrivcich unikatnich sekvenci, které jsou obklopeny repetitivni
DNA., jako opakovani 180 bp nebo geny tRNA. Centromerické useky jednotlivych
chromosomil maji jen nizky stupenn homologie (1-7%): bylo zjisténo 41 rodin kratkych
konzervativnich centromerickych sekvenci (AtCCS). Kromé téchto sekvenci je vétSina

centromerickych sekvenci riznych chromosomu odli$na.
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Zaver

Ukonceni analyzy genomu A. thaliana bylo dosazeno 4 roky pied planovanym
terminem, ktery byl v r. 2004. Na projekt genomu Arabidopsis thaliana, ktery publikovanim
sekvence celého genomu skoncil, bude navazovat projekt funkéni genomiky tohoto objektu,
ktery je planovan do roku 2010. Funk¢éni genomika predpokladd mapovani funkci vSech gent

genomu a jejich hlavnich interakei.

Tab. 3. Velikost genomi nekterych rostlinnych druhd

Ceské jméno | Latinské jméno | Velikost genomu
v bp

Brukvovité
_Husenicek Arabidopsis 1.0x 10°
Repka oleind | Brassica nabus 1.2x 10°

Obilovinv
Rvze Orvza sativa 42 x 10°
Jeémen Hordeum vuleare 48 x 10°
PSenice Triticum aestivum 1.6 x 10"

LuSténinvy
Hrach Pisum sativum 4.1x10°
soia Glvcine max 1.1x10°
Clovék Homo sapiens 3.2x 10°

Hlavni internetové adresy:

Arabidopsis genome initiative:
www.arabidopsis.org/agl.html,

Arabidopsis 2010 project:
nasc.nott.ac.uk/garnet/2010.html
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