Zapis ze sch uze vyboru Genetické spole €nosti Gregora Mendela konané dne
4. 12. 2014 v Brn & v Univerzitnim kampusu v Bohunicich

PFitomni: Doskaf, Ma3ek, Nedvera, Relichova, Smarda, Slaninova, Toméaska, Zeleny,
Knoll, Kocova
Omluveni: Seda, Angelis, Zadrazil, Miadokova, Malachova, Kormuték

Program schuze:

1. Kontrola zapisu z minulé schuze vyboru spole¢nosti, zprava o €innosti vyboru za
uplynulé obdobi (Eerven — listopad 2014)

2. Zhodnoceni posledniho Cisla IL, projednani obsahu nésledujiciho &isla a pfiprava
naplné dalSich Cisel

3. Zhodnoceni konference GSGM

4. Schvaleni novych pfihlaSek za ¢lena GSGM a zafazeni nové prijatych ¢lent do
evidence

5. Projednéani dalSiho kola soutéZe o cenu GSGM, pfipadné zmény pravidel udélovani
této ceny

6. Projednani vysledku voleb do vyboru GSGM na obdobi 2015-17

7. Plan akci GSGM na dalSi obdobi

8. Ruzné

ad 1)

Schuazi zahdjil prof. DoSkaf uvedenim jednotlivych bodd programu. Nejprve struéné
probral zapis z minulé schize vyboru a konstatoval, Ze ukoly, které byly na minulé
schazi stanoveny a formulovany v zapisu byly splnény. Jednalo se zejména o pfipravu
genetické konference, hodnoceni praci pfihlaSenych do soutéze o cenu GSGM, pfipravu
voleb do vyboru spole€nosti na obdobi 2015 — 2017 a dokonc¢eni a vydani nového Cisla
IL. VSechny tyto Ukoly jsou zasadniho vyznamu pro ¢innost spolecnosti, pfedstavuji
znaCné casové a organizaéni nasazeni jednotlivych ¢&lent spolecnosti, ktefi je
zajistovali, a vSechny byly beze zbytku spinény.

ad 2)

Tradi¢né byla velmi kladné hodnocena vysoka uroven posledniho €isla IL a maximalni
usili, které pfipravé a kone¢né podobé& vénuje prof. Smarda. Ten poté pFedstavil nové
pripravené Cislo IL, které bude obsahovat pfispévek Mgr. Ines Kovacikové, Ph.D., ktera
vyhrdla cenu GSGM, dva prfispévky Ph.D. studentl, ktefi UspéSné obhajili svoje
doktorské dizertaCni prace a nékteré dalSi zajimave pfispévky. Pozadal pfitomné c¢leny
vyboru o nameéty pro dalSi Cisla, zejména o upravené autoreferaty uspésné obhajenych
doktorskych dizerta¢nich praci, které se staly nedilnou soucasti IL a pfedstavuji kvalitni

odborné pfispévky v IL.

ad 3)
Prof. Doskaf zhodnotil velmi pozitivné konferenci GSGM, ktera se uskutecnila v zafi
v Pruhonicich u Prahy. Konstatoval, Ze program konference s plenarnimi pfednaskami a
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kratSimi prispévky byl na vysoké arovni. Plenarni pfednasky pronesli pfedni odbornici
védy a kratké prednasky predstavili zejména doktorandi a mladi védecti pracovnici. K
celkovému Uspéchu konference pfispéla zejména vysoka UCast a zajem mladych
odbornikd z rGznych oblasti genetiky. Doprovodny program, v&etné udéleni cen za
nejlepSi prfednasky a postery a veSkeré konferenéni zazemi zhodnotil prfedseda
spolec¢nosti jako nadstandardni. Obecné se konference téSila velkému zajmu odbornik
a organizovani téchto akci bude patfit k prioritnim ¢innostem spolec¢nosti i v budoucnu.

Na zavér podékoval prof. Doskaf organizatorim za perfektni pfipravu a zvladnuti

M viiv s

ad 4)

Prof. Knoll a doc. Slaninova informovali o stavu U¢td spole¢nosti a konstatovali, Ze
prijmy a vydaje jsou vyrovnhané, spolec¢nost hospodafi v souladu s pravidly hospodareni
neziskovych organizaci. Stav Uctu je pozitivni, finance budou vyuZzity na vydavani IL a
na podporu pfipravovanych seminari. Déle byly projednany nové pfihlasky za ¢lena
genetické spole€nosti. Za obdobi od minulé schiize vyboru GSGM bylo doru¢eno 6
prihlasek z CR a 2 prihladky ze SR, které podali Mgr. Alexandr Sember, Ing. Matus
Hornagek, Mgr. Jifi Pergner, Ing. Alena Juréekova, Ing. Cenék Horecky, Ing. Eliska
Horecka, RNDr. Vladimira Dzugasova, Ph.D. a RNDr. Regina SepSiova, Ph.D. VSechny
prihlasky byly jednomysiné schvaleny a nové pfijati ¢lenové budou zafazeni do
evidence.

ad 5)

Vybor se déle zabyval vyhlaSenim dalSiho kola soutéZze o cenu GSGM, kterou tradi¢né
vénuje firma M.G.P. Zlin. Dr. Zeleny navrhl vénovat hned od poc¢éatku vyhlaSeni soutéze
nalezitou pozornost propagaci této akce, aby byl zajiStény co mozna nejvyssi pocet
pfihlaSek. Byl diskutovany navrh nékolika ¢lenu vyboru na rozdéleni ceny na 3 ¢asti, coz
by mohlo pfedstavovat dalSi pozitivni motivaci pro vysSi G€ast v soutéZi. Dr. MaSek déle
navrhl zménu pravidel udélovani této ceny tak, aby podminkou nebylo ¢lenstvi v GSGM.
SoutéZ by byla oteviend i pro SirSi okruh mladych védeckych pracovnikd. Dr. KoCova
navrhla v novém vyboru jmenovat ¢lena, ktery by byl koordinatorem soutéze a odpovidal
za cely pribéh pfiprav, propagaci a kone¢nou realizaci soutéZe. Prof. TomaSka dale
navrhl kromé stavajici moznosti pfihlaSeni se do soutéZe také moZnost nominace
vhodného adepta na cenu. Navrh by pak mohl podavat nejen sam pracovnik, ktery
spliiuje dané poZadavky, ale také Skolitel, popf. vedouci odborny pracovnik. VSichni
pfitomni ¢lenové vyboru souhlasili s navrzenymi zménami a na dal$im jednani vyboru
GSGM bude vyhlaseni nového kola soutéze dopracovano do kone¢ného znéni.

ad 6)

Pfedseda volebni komise RNDr. Pavel Lizal, Ph.D. vyhlasil vysledky voleb do vyboru
GSGM na obdobi 2015 — 2017. Do noveho vyboru byli, v pofadi podle poctu ziskanych
hlas(, zvoleni: DoskaF, Smarda, Kodova, ZadraZil, Relichova, Miadokova, Zeleny,
Tomaska, Slaninova, Knoll, NeSvera, Seda, Hola, Masek, Cellarova. Novy vybor bude
uvedeny do funkce na jarnim zasedani, na kterém budou jednotlivi ¢lenové zvoleni do
svych funkci. Do té doby bude vykonavat €innost stavajici vybor.



ad 7)

Prof. DoSkar pfipomnél nabidku Mendelova muzea v Brné tykajici se moznosti vyuzit
prostory muzea pro organizovani odbornych seminafli genetické spolecnosti. V této
souvislosti se prof. Toméaska vratil ke svému navrhu z minulého jednani vyboru GSGM
uskuteénit seminaf zastupcli rtiznych univerzit zCR a SR, ktery by byl vénovany
formam a obsahu vyuky genetiky na vysokych Skolach a vyméné zkuSenosti v této
oblasti. Termin seminafe byl pfedbézné stanoveny na druhou polovinu kvétna 2015.
Prof. DoSkaf oslovi vedeni Mendelova muzea a dohodne vhodny termin. Poté budou
osloveni odbornici a zastupci jednotlivych univerzit, ktefi by se podileli na pfipravé
seminare. Jednalo by se zejména o prezentaci vyuky genetiky na jednotlivych fakultach
v magisterském stupni studia, z niZ by v navazujici moderované diskuzi mohly vyplynout
moznosti propojeni vyuky, hostujici pfednaskové kurzy na zékladé existujicich nebo
novych bilateralnich smluv, programu Erasmus, apod. Koordinatorem této akce byl
povéreny prof. Tomaska ve spolupraci s doc. Slaninovou. Po ustaveni nového vyboru
budou vyty€eny dalsi cile a ukoly pro nadchazejici obdobi.

ad 8)

Prof. Tomaska informoval vybor o pfipravé slovenské publikace ,Klasické experimenty
v genetice”, ktera by studentim poskytla uceleny prehled klasickych objevl v genetice,
k nimZ se dospélo na zakladé provedenych experimentd. V této souvislosti pozadal, zda
by bylo mozné pokryt naklady spojené s vydanim této publikace ze slovenského Uctu
GSGM. Pfitomni ¢lenoveé vyboru s Zadosti souhlasili.

Prof. TomaSka dale pozadal vybor o zvaZeni skute€nosti, zda by bylo mozné posunout
termin konani dalSi genetické konference, kterd by se méla uskutecnit v Bratislavé
z plvodné planovaného roku 2017 aZ na rok 2018. Davodem je 50. vyroci zaloZeni
Katedry genetiky Univerzity Komenského v Bratislaveé, které pfipada na rok 2018. Pro
organizatory by bylo pfinosné a zadouci, spojit s timto vyro¢im i poradani genetické
konference GSGM. PFitomni ¢lenové vyboru souhlasili.

Zapsala: M. Kocova

Zprava o €innosti vyboru a aktivitdch spole  €nosti GSGM za uplynulé funk €ni
obdobi (2012 -2014) p fednesena na Valném shromazd éni konaném dne 26. 9. 2014
v ramci genetické konference v Pr  dhonicich

Vybor GSGM pracoval v uplynulém volebnim obdobi ve slozZeni: pfedseda — J.
Doskaf, mistopfedsedové — J. Relichova, S. Zadrazil, L. Tomaska, tajemnice — M.
Vojtiskova (do prosince 2013) a M. Kogova, hospodafi: za CR A. Knoll, za SR M.
Slaninova, hlavni redaktor IL — J. Smarda, koredaktofi K. Malachovéa, E. Miadokova, O.
Seda, spravce webovych stranek A. Knoll, organizace soutéze GSGM o Cenu pro
mladé véd. pracovniky — M. VojtiSkova, J. Doskaf, ¢lenové vyboru K. Zeleny a K. J.
Angelis, revizofi Gétu — E. Cellarova, A. Kormutak, T. Masek a J. Ne3vera. Vybor GSGM
se schéazel pravidelné 2x do roka v podzimnim (listopad) a v jarnim (kvéten) terminu. Za
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posledni funkéni obdobi se vybor seSel celkem na 6 schdzich, na nichz projednal
aktualni ukoly vztahujici se k €innosti Spole¢nosti. Na kazdé ze schazi byl projednan a
schvalen obsah Informacnich listt GSGM, kterych bylo v uplynulé obdobi vydano
celkem 6 Cisel (€. 38-43). Obsah a graficka uroven vSech cisel si udrZzely zasluhou
redaktora J. Smardy velmi dobry standard, podafilo se zafadit hodnotné prehledné
¢lanky Ceskych a slovenskych védcl zaméfené do rlznych oblasti genetiky, dale kratSi
sdéleni o &innosti na vybranych genetickych pracovistich v Ceské a Slovenské republice
a Clanky, a pravidelné informace ze soucasnosti o konani vystav, védeckych konferenci
vCetné podrobné informace o prubéhu a hodnoceni Genetické konference GSGM
poradané v zéafi 2011 v Lednici. Pravidelné se objevovaly informace o €innosti a akcich
pofadanych Mendelianem a Mendelovym muzeem MU v Brné. Soucasti vSech
Informacnich listd byly zapisy zjednani vyborovych schlizi a dale pak prehledy o
hospodareni Spole¢nosti, které i v minulém obdobi vykazalo pozitivni bilanci.

Kladné Ize hodnotit, Ze se dafi prubézné aktualizovat v uplynulém obdobi
inovované webové stranky (http:/www.gsgm.cz), na nichz jsou jiz vyvéSeny vSechny
podstatné informace o Cinnosti GSGM (zajistuje spravce téchto stranek A. Knoll).
Diky M. Kocové je praibézné vedena evidence stavajicich ¢lend GSGM a dopliovan
seznam jejich elektronickych adres, které se ukazaly jako velmi pfinosné pro rozesilani
informaci tykajicich se poradani konference GSGM a pfi organizaci voleb do vyboru pro
pristi obdobi, které byly vyhlaSeny v fijnu t.r. Clenska zékladna Spoleénosti se za
posledni obdobi rozrostla o celkem 21 nové pfijatych ¢lenl. Potésitelné je, Zze zajem o
¢lenstvi maji predevSim mladi védecti pracovnici a studenti

V prosinci 2012 bylo v IL &. 40 uvefejnéno vyhlaSeni dalSiho v pofadi jiz patého
kola soutéZe o Cenu GSGM pro obdobi 2012-2014 pro mladé védecké pracovniky. Do
uzavérky (duben 2014) podalo pfihlasky celkem 5 soutéZicich, z nichz byla odbornou
komisi sestavenou z ¢lent vyboru GSGM jako vitézka vyhodnocena Ines Kovacikova.
Stejné jako v minulém kole byla Cena finan¢né dotovana firmou M.G.P., s.r.o. Zlin (blizsi
informace o vysledku soutéZe viz IL 43, Cerven 2014).

Béhem uplynulého obdobi se intenzivnéji rozvijela spoluprace s Mendelovym
muzeem MU, které se transformuje na instituci pofadajici fadu akci, které pfiblizuji
genetiku jak Skolni mladezi, tak i SirSi odborné i laické verejnosti. Tyto aktivity se do
znacné miry ztotoZnuji s poslanim GSGM a spoluprace obou téchto instituci je vitana.
V Unoru 2014 bylo proto uzavieno Memorandum o spolupraci, jehoz smyslem je vedle
propagace odkazu G. J. Mendela vzajemna informovanost o pofadanych akcich, sdileni
webovych stranek a uvadéni informaci o aktivitdch v tiskovinach partnera. Na zakladé
tohoto Memoranda obdrZeli vSichni stavajici ¢lenové GSGM prikaz k volnému vstupu
do Mendelova muzea a SpoleCnosti byla nabidnuta moznost bezplatného vyuziti
(minimalné 1x ro¢né) prostor Mendelova muzea pro uspofadani jednodennich seminar,
konferenci a dalSich akci. Vybor se na svych pfistich zasedanich bude zabyvat vyuzitim
této nabidky. Jednou z mozZnosti je organizovani pfednasek pracovniku ze sesterskych
fakult, jejichz naplni by byly informace o vyuce genetiky na jednotlivych fakultach, véetné
prednasek zamérenych na konkrétni témata, na néz se vyucujici jednotlivych univerzit
specializuji a s nimiz by mohli seznamit jak své kolegy, tak i studenty.

Od r. 2013 se vybor zaméfil na pfipravu Genetické konference GSGM 2014.
Organizacni vybor konference, slozeny z ¢lent vyboru GSGM z prazskych pracovist,
zajistil misto konani (Prdhonice), finanéni zabezpeceni a odborny program, nasledné



pak veSkerou agendu souvisejici s registraci a GCasti pfihlaSenych. Hodnoceni konfe-
rence bude zvefejnéno v nadchazejicim ¢isle Informacnich listu.

Vybor opakované v IL uvefejiioval vyzvy a pfipominal ¢lendm jejich zakladni
povinnost, a to zaplaceni ¢lenského pfispévku za kalendarni rok vzdy nejpozdéji do
Unora pfislusného roku. Je potésitelné, Ze platebni moralka se v uplynulém obdobi
zlepSila. Souc¢asné vSak vzhledem k narustajicim nakladim na tisk Informacnich lista a
jejich rozesilani a dale pak na pfipravu akci (seminaru, konferenci), které vybor pro
pristi obdobi planuje, byl pfedloZzen navrh na zvysSeni pfispévku na 300 K& a 100 K¢.
Tento navrh byl schvalen na Valném shromazdéni dne 26. 9. 2014.

V Fijnu 2014 byly vyhlaSeny volby do vyboru spole¢nosti na obdobi 2015-2017.
V souladu se stanovami byly nejprve pfijimany navrhy na kandidaty do noveho vyboru.
Na zékladé ziskanych navrhu byla sestavena kandidatni listina, ktera byla rozeslana
vSem c¢lendm spole¢nosti pro naslednou volbu. Volebni komise, kter4 pracovala ve
slozeni RNDr. Pavel Lizal, Ph.D. a Doc. RNDr. Jana Repkova, CSc., oznamila vysledek
voleb na schlizi vyboru. Vysledek bude zverfejnén v IL.

Celkové Ize konstatovat, Ze v uplynulém obdobi €innost Spole€nosti Uspésné
pokraCovala a rozvijela se. Po zvoleni nového vyboru bude jeho ukolem vytycit dalSi
sméry ¢innosti, které by byly pfinosné i pro SirSi genetickou verejnost.

Zprava byla schvalena jednomysiné poctem 17 &lend GSGM pfitomnych na Valném
shromézdéni.

Vybor GSGM

Ohlédnuti za Genetickou konferenci GSGM 2014 v Pr  ahonicich

Dana Stverakova a Ji ¥ Doskaf

Ustav experimentalni biologie, PFirodovédecka fakulta MU, Kamenice 5, 625 00 Brno

V poradi jiz osméa Geneticka konference GSGM se uskutecnila ve dnech 24. - 26.
9. 2014 v prostorach kongresového centra Floret v Prahonicich. Konference se
zU&astnilo vice nez 130 Gdastnikd z Ceské i Slovenské republiky, z nichZ néktefi t.g.
pusobi v zahraniénich institucich. Béhem ¢tyf prednasSkovych blokl vystoupilo 26
fecnika z vysokych 3kol a védeckovyzkumnych instituci v€éetné studentl doktorského
studia.

Plenarni pfednasky byly zaméfeny na aktualni témata z rychle se rozvijejicich
oblasti genetiky a molekularni biologie. Pfednaska o RNA-interferenci zaznéla v podani
Doc. Petra Svobody, Dr. Michal Smahel pFedstavil soucasné a perspektivni moznosti
DNA vakcinace a Dr. Daniel Vanék pfiblizil poutavou formou soucasnou identifikaCni
genetiku. Doc. Juraj Gregan se ve své prednaSce proslovené v angli¢tiné zaméfil na
mechanismy segregace chromozomu u kvasinek, Dr. Zuzana Storchova se vénovala
vlivu abnormalniho poc¢tu chromozom na osud burky, Dr. Roman Hobza se zaméfil na
evoluci pohlavnich chromozoml a vzhledem k nepfitomnosti Prof. Jaroslava DoleZela
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do své prednasky zaradil téZ nové informace o genomice rostlin. Prof. Stanislav Zadrazil
pripomnél poutavou formou historii vzniku genetiky a etapy jejiho rozvoje na
Pfirodovédecké fakulté UK v Praze a Dr. Martina Putzova pfedstavila pfinos
sekvenovani nové generace v prenatalni a preimplantacni diagnostice. Do odborného
programu bylo zafazeno téZ vystoupeni zastupch spolecnosti Merci, ktera byla
generalnim sponzorem konference a vyznamné pfispéla k zajisténi jejiho usporadani.
Posledni pfednaskovy blok byl zakon&en pfehlednou pfednaskou o roli proteinkinaz v
meiotické segregaci chromozom u Schizosaccharomyces pombe, jejiZ autorka Dr. Ines
Kovacikova se stala vitézkou soutéze o cenu GSGM 2014.

V plakatové sekci bylo vystaveno vice nez 60 sdéleni ze vSech oblasti genetiky a
molekularni biologie,

Soucésti konference byla jiz tradicné soutéZ o nejlepsi plakatové sdéleni a
prednasku mladych védeckych pracovnikil a studentl. Porota sloZzena z ¢lenu vyboru
GSGM neméla snadou ulohu, nebot naprosta vétSina pfispévkd byla po obsahové
strance velmi kvalitni a prezentovana poutavou formou.

Z 35 plakatovych sdéleni pfihlaSenych do soutéze ziskala nejlepSi hodnoceni
prace Mgr. Matyase Simy z Ustavu molekularni genetiky AVCR, na druhém misté se
umistil plakat Mgr. Dany Stverdkové z Ustavu experimentalni biologie Pfirodovédecké
fakulty MU a tfeti misto patfilo Bc. Jané KraCmarové z Laboratofe biochemie RNA
Pfirodovédecké fakulty UK.

Z jedenaci prednaSek byla nejlépe ohodnocena prednaska Dr. Petra Heneberga
z 3. |ékarské fakulty UK, druhou cenu ziskala Mgr. Petra Sudzinova z Mikrobiologického
ustavu AVCR a jako tfeti byl ocenén Mgr. Alexandr Sember z Ustavu Zivogisné
fyziologie a genetiky AVCR.

Bohaty program kon-
ference zahrnoval i seznéa-

R i & N2 = meni G&astnikd s produkty
W Y sponzoru, které byly prezen-
Be UL [gueess (4 tovany bé&hem prestavek.
b B e | Ugastnici konference méli
Clypies - B . moznost také navstivit Pri-
I v honicky  park  sousedici

' i, s areadlem kongresového

centra Floret a Dendro-
logickou zahradu. Soucasti
programu byl i vydafeny
spoleCensky vecer, ktery se
nesl jak ve znameni pra-
telskych setkani, diskusi o
védecké praci a moznos-
tech vzajemné spoluprace.

RNDr. Marie Koc¢ova, CSc. zahajuje konferenci



Mimofadné podékovani patfi ¢lendm organizaéniho
vyboru, ktefi se ujali veSkerych organizagnich
zalezitosti, pfipravili bohaty a hodnotny odborny i spole-
¢ensky program, zajistili vydani sborniku konference téz
jeji vSestranné hladky prabéh. Vysoka ucast studentu a
mladych védeckych pracovniku prokazala, Ze konferen-
ce porfadané GSGM jsou stéle atraktivni diky své pestré
skladbé prednasek i plakatovych sdéleni a maji velmi
téz dobry zvuk v SirSi genetické verejnosti. MiZeme se
proto tésit, Zze pfisti konference, ktera se uskute¢ni v r.
2018 v Bratislavé, bude stejné uspésné jako ta letosni.

RNDr. Karel Zeleny, CSc. pfedava Mgr. Ines Kovacikové,
Ph.D. cenu GSGM

Predseda Genetické spolecnosti GSGM, prof. RNDr. Jifi DoSkar, CSc., p/i svém vystoupeni
(vlevo) a pohled do auditoria (vpravo) v pribéhu konference.



Prvni Léto s v édou v Mendelov & Brné Usp éSné ukon ¢eno

Eva Matalova

Ustav Zivogisné fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i., Vevefi 97, 602 00 Brno

V minulém Ccisle IL GSGM jsme zvefejnili pozvanku na aktivity pod hlaviCkou Léto
s védou v Mendelové Brné. Ochutnavka programu byla nabidnuta 18. Cervnha 2014
v sale Dietrichsteinského palace, vlastni akce se v3sak jiz konaly v nové vybudovaném
navstévnickém centrum Mendelianum — Atraktivni svét genetiky. Prazdninové stfedy
s genetikou byly realizovany od 2. 7. 2014 do 27. 8. 2014. Dopoledni program byl
zameéfen na praktickou €innost, odpoledni ¢ast byla ur€ena pro dalSi vzdélavani a
ovéfeni ziskanych poznatki formou e-learningu. Daraz byl kladen na efektivitu a
individualni pfistup, proto byl limitovan pocCet UCastnikl. Bezplatna registrace byla
zaplnéna béhem prvniho dne otevieni. Z divodu Uspésnosti tohoto cyklu byl
prazdninovy program prodlouzen a jeho modifikovand verze dosud probihd pod
hlavickou Stfedy s JGM. Nabizime alespon stru¢nou reportaz z tohoto programu.

Prvni prazdninova stfeda stitulem Mendel, Brno a atraktivni genetika
pfedstavila autentické prostory Mendelovy védecké spoleCnosti a zpfistupnila inter-
aktivni prvky navstévnického centra. V druhé &asti byla podporena kreativita Ucastniku
formou soutézi o vécné ceny. Druhd prazdninova stfeda Seznameni s DNA byla
zaméfena na zapojeni Ucastnikd do praktické €innosti molekularné-biologické laboratore
v navstévnickém centru. Na programu byla izolace DNA zrlznych zdroju a jeji
purifikace. DalSi Cast se tykala restrikce DNA a jejiho vyuziti v dalSich metodach. Pod
hlavickou Geny a antigeny se skryvalo seznameni s krevnimi skupinami a principy
jejich stanoveni. Diskutovana byla dédi¢nost krevnich skupin a také vybrané segmenty
transfuzni mediciny. U&astnici se seznamili s aglutinaéni reakci na principu vazby
antigenu a protilatky a sami si vyzkouseli stanoveni krevni skupiny systému ABO. DalSi
tyden byl zaméfen na Molekularni klonovani , kde byla pfedstavena predevSim metoda
polymerazové fetézové reakce. Uc&astnici si vyzkouSeli pfipravu reakéni smési,
nastaveni jednotlivych kroka vlastni reakce i detekci PCR produktu. Téma Genetika a
tajemstvi krve Dbylo pfikladem cesty z laboratofe ke klinickym aplikacim, kdy byly
ukézany moznosti laboratorni diagnostiky v oblasti krevnich vzorkd. Ug&astnici si
nejenom vyzkouSeli nékteré metody, ale seznamili se také se zaklady interpretaci
vysledkid krevni analyzy. Srpnové stiedy zacaly pohledem do bun&k. Ze neni bu fika
jako bu nka se ucastnici presvédcili pfipravou vlastnich preparatd nékolika typt bunék
se zaméfenim na epitelové bunky bukalni sliznice a leukocyty, které jsou nejCastéjSim
zdrojem DNA pro dalsi analyzy. Nebyly opomenuty ani buniky kmenové a jejich
potencial. DalSim krokem v hierarchii mnohobuné&ného organismu byly tkané. Stfeda
pod ndzvem Molekuly, bu nky a tkan & propojila tyto tfi Urovné a ukazala ddleZitost
signalnich molekul pfi tvorb& a funkci tkani. U&astnici si vyzkouSeli nékteré zakladni
metody zamérené na mezibunééné komunikace. Jak probihaji genetické regulace na
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arovni organu, nastinila pfedposledni stfeda pod hlavickou Geneticka regulace vyvoje
organ U a jejich funkce. Kromé ukazek tykajicich se embryonélniho vyvoje organu byla
pozornost zamérfena na funkéni organy na prikladu srdce. Praktické metody zahrnovaly
neinvazivni techniky jako je auskultace srdce nebo EKG zaznam. Posledni prazdninova
stfeda s genetikou se vrétila k odkazu JGM a pod nazvem Véda Mendelovy a dnesni
doby seznamila s mySlenkami a vyzkumem, ktery provadél Mendel a jeho interpreta-
cemi v dneSni védé. Prakticka ¢ast byla zaméfena na design Mendelovych experimen-
td.

Stredy s genetikou v laboratofich navstévnického centra Mendelianum — Atraktivni svét genetiky

Léto s védou v Mendelové Brné nabidlo také intenzivni vzdélavaci kurzy v ramci
Mendelovy letni Skoly . Kurzy byly zaméfeny na témata: 1) Jak funguje gen (28. 7. — 1.
8. 2014), 2) Jak funguje burika (4. 8. — 8. 8. 2014), 3) Jak funguje tkan (11. 8. — 15. 8.
2014), 4) Jak funguje organ (18. 8. — 22. 8. 2014), 5) Jak funguje organismus (25. 8. —
29. 8. 2014). Letni Skola byla koncipovana jako tydenni program simulujici realnou
védeckou praci od studia literatury, zvladnuti metod, formulovani hypotéz, designovani
experimentu, ziskani vysledku, jejich diskuse a interpretace. Na zavér tydne zavitali
UcCastnici do realnych laboratofi VaV spolupracujicich instituci Mendeliana MZM Brno.

Prestoze se jednalo o velmi naro€ny program, vétSina z 50 Uc¢astniku absolvovala
Mendelovu letni Skolu GspésSné. ProtoZe nezbytna limitace po¢tu neumoznila uspokojeni
vSech zajemcu, nabidlo Mendelianum se svymi partnery a spolupracovniky jesté tydenni
stdZe na pracovistich VaV, které byly zahajeny v fijnu 2014 a budou ukonéeny v dubnu
2015.



Soucasti Mendelovy letni Skoly byl i Mendellv vzdélavaci vikend, ktery se konal
18. — 20. Cervence 2014 vrodném domé Johanna Mendela v Hyn€icich (Vrazném).
Hlavnim tématem bylo vyuziti genia loci pfi popularizace védy a rozvoj kulturniho a
védeckého odkazu J. G. Mendela, kterému se Mendelianum systematicky vénuje jiz
pres padesét let. Pfedstavena byla aktualizovana koncepce Centra Mendelianum jako
zakladny pro védu, vyzkum, popularizaci a vzdélavani. Program vikendu byl doplnén
prezentacemi z oblasti vyuZiti animovanych program(i a pfistupt e-learningu. Ugastniky
vikendu privital starosta obce Vrazné, Ing. V. Nippert, ktery podékoval Mendelianu za
klicovou Ucast pfi rekonstrukci Mendelova rodného domu. Také pozval Ucastniky na
pravé probihajici slavnosti obce. Ty se konaji kazdorocné u pfilezitosti pfipomenuti
narozeni Johanna Mendela. Navrat z vikendu vedl po stopach JGM, které vedly z jeho
rodného domu do Brna. Komentovana prohlidka se tykala zejména Lipniku, kam byl
Mendel doporucéen uciteli z hyncické Skoly a Olomouce, kde se Mendelovi i pfes finan¢ni
a zdravotni téZkosti podarilo dostudovat Filozoficky Ustav tehdejSi univerzity. Poté, jak
uvadi ve svém vlastnim Zivotopise, zvolil Johann Mendel cestu vyfeSeni téchto strasti
vstupem do starobrnénského klasStera. Tam ho doporucil jeho ucitel p. Franz jako
studenta, ktery ,mél skoro pofad vynikajici znamky a mimoto ma velmi solidni charak-
ter.” V Brné byla nejenom Uuc€astnikim vikendu nabidnuta prochazka misty, ktera
souviseji s Mendelovym mnohostrannym pusobenim v tomto mésté. Vikend byl otevien
pro 25 U€astnikd z fad akademickych pracovnik( a studentu.

Mendeldv vzdélavaci vikend — u Mendeld na dvore, semindf u Mendeld v domé, v Hynéicich na
hrbitové, pred krajskou hlavni Skolou v Lipniku.
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Prof. RNDr. Eva Matalov4, Ph.D.
covnici Ustavu  Zivogisné fyziologie a genetiky Akademie véd CR, v.v.i.,
profesorkou na Fakulté veterinarniho lékafstvi VFU Brno) a dlouholetou spolu-
pracovnici Mendeliana MZM Brno. Aktualné je odbornou garantkou projektu
Mendelianum — atraktivni svét genetiky a Mendelova interaktivni Skola genetiky.

Projekt Mendelova interaktivni Skola genetiky
(CZ.1.07/2.3.00/45.0037) je spolufinancovan
z Evropského socialniho fondu a statniho
rozpoétu Ceské republiky.

(e-mail: matalova@iach.cz) je védeckou pra-
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ZE SVETA GENETIKY

Navst évnické centrum Mendelianum — Atraktivni sv &t genetiky zahajuje plny
provoz

Jifi Sekerak
Mendelianum, Moravské zemské muzeum, Zelny trh 6, 659 37 Brno

Projekt Mendelianum — Atraktivni svét genetiky je realizovan Moravskym zemskym
muzeem ve spolupraci s dalSimi regionalnimi i zahrani¢nimi institucemi. Moravské
zemské muzeum je prfimym pokracovatelem muzea Hospodarské spolecnosti. Tato
Mendelova védecka spolecnost sidlila v Biskupském dvore v Brné, kde je od roku 2012
lokalizovano Centrum Mendelianum. Projekt navstévnického centra je podporovan
Evropskym fondem pro regiondlni rozvoj a statnim rozpodtem CR
(CZ.1.05/3.2.00/09.0180). Projekt byl zahajen v roce 2012, v €ervenci 2014 vstoupil do
pilotniho provozu a 31. 10. 2014 byl uspésné finalizovan. V ramci pilotniho provozu
pfipravilo Mendelianum Prazdninové stfedy s genetikou, hostilo Mendelovu letni Skolu,
poskytlo prostor pro konference a studentské aktivity. Do jednotlivych Casti centra
umoznily nahlédnout Dny otevienych dvefi a komentované prohlidky, kterych se
zucastnilo nékolik set prvnich navstévnika.

Den otevrenych dvefi navstévnického centra 6. srpna 2014.

Informa €éni listy GSGM, 2014, 44: 12 - 13
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Nad ramec projektu aktualné probiha rekonstrukce dfevéného malovaného stropu
v zasedacim séle Hospodarské spole¢nosti, kam Mendel pravidelné dochazel a kde je
umisténa ¢ast navstévnického centra. Od ledna 2015 je Atraktivni svét genetiky otevien
vrezimu plného provozu. Prehled navstévnickych tras, jednotlivych segmentd,
specialnich akci, dalsi informace a aktuality naleznete na www.mendelianum.cz.

.

EVROPSKY FOND PRO REGIONALNI ROZVO) OP Vizkum a vivol
INVESTICE DO VASI BUDOUCNOSTI pro Inovace

Projekt Mendelianum — atraktivni svét genetiky (CZ.1.05/3.2.00/09.0180) je spolufinancovan
z Evropskeého fondu pro regionalni rozvoj a statniho rozpoctu Ceské republiky.

PhDr. Jifi Sekerak, Ph.D. (e-mail: jsekerak@mzm.cz) je vedoucim Mendeliana
Moravského zemského muzea v Brné. Aktualné plsobi jako garant expozic
projektu Mendelianum - atraktivni svét genetiky.

Junior Mendel Forum 2014

Eva Jane ¢ékova

Ustav Zivogisné fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i., Vevefi 97, 602 00 Brno

Konference pod hlavickou Mendel Forum jsou kazdoroéni stélici aktivit Mendeliana
Moravského zemského muzea Brno a spolupracujicich instituci. V letoSnim roce byla
zavedena novinka doplnujici tento program. Jedna se o Junior Mendel Forum ur¢ené
primarné studentim stfednich Skol se zajmem o védu a vyzkum v oblasti genetiky,
molekularni biologie, fyziologie a dalSich oblasti. Nabizi nejenom pasivni Uc¢ast, ale také
aktivni prezentace této cilové skupiny. Junior Mendel Forum 2014 probihalo v Brné ve

dnech 10. — 12. z&fi 2014 a bylo pfipraveno formou diskuse u kulatého stolu,
interaktivnich seminaf a popularizace védy a vyzkumu.

Informa €ni listy GSGM, 2014, 44: 13 - 15
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10. zari 2014

Mendelova mobilni Skola
- prezentace programu

14 - 18 h, Centrum Mendelianum

14 h

Round Table Discussion
(Dr. Abigail Tucker - King” s College
London)

15 h
Mendelova mobilni skola na

SS - organizace moduld
(Dr. Iva Kubigtovd, Ph.D.)

16 h
Mendelova mobilni Skola v

Centru Mendelianum
(Mgr. Bc. Eva Jane&kovad)

11. zaFi 2014

Mendelova mobilni Skola
- véda ke studentim

9 - 15 h, pracovisté partnerskych
strednich skol pro jektu Mendelovy
interaktivni Skoly genetiky

Interaktivni workshopy pro
studenty

.

J 6

" @

Predstaveni koncepce Mendelovy
interaktivni Skoly genetiky a moduli
Mendelovy mobilni Skoly studentiim

stiednich Skol

12. zéri 2014

Mendelova mobilni skola
v akei

9 - 16 h, Festival védy

9h, 13 h
PFijd'te se podivat na DNA!

10h, 14 h
Co se dédi a jak: krevni skupiny

11 h, 15 h
Od gent k funkénim orgdndm:
srdce v akei

12 h
Mendel jako vyznamna brnénskd
osobnost

Praktické ukdzky z programu Mendelovy
mobilni Skoly pod vedenim lektorii
Jjednotlivych moduld

Junior Mendel Forum 2014 — program, pfiprava lektord, studentské seminarse a prezentace na

Festivalu védy.
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Mgr. Eva Jane €kova je doktorandkou oboru Molekularni a bunécna biologie PfF
MU se Skolicim pracovistém na Ustavu Zivocisné fyziologie a genetiky AV CR,
v.v.i. Aktualné je kmenovou lektorkou Mendelovy interaktivni Skoly genetiky.

Véda v akci: Nobelovska vyro ¢€i 2014

Eva Matalova

Ustav Zivogisné fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i., Vevefi 97, 602 00 Brno

Cyklus Véda v akci zahrnuje kazdoro¢né dvé ¢asti. Odpoledne s DNA probihaji na jafe u
pFileZitosti vyro€i objevu struktury DNA a Nobelovska vyro&i u pfilezitosti podzimniho
vyhlaSovani Nobelovych cen.

Nobelovska vyroci jsou zaméfena na ceny za fyziologii a medicinu, ale informuji
také o ocenénych objevech zjinych oblasti, zejména chemie, pokud maji vztah
k molekularni biologii a genetice. LetoSni ro¢nik, ktery probéhl ve dnech 4. — 6. listopadu
2014, seznamil s Ffadou zajimavosti v oblasti Nobelovych cen, jejich historii, ale také
s nejnovejSi Nobelovou cenou. Za fyziologii a medicinu ji vroce 2014 ziskali John
O’Keefe, May-Britt Moser, Edvard |. Moser, a to za objev bunék, které tvofi pozi¢ni
systém mozku. Jednd se o velice atraktivni téma, kdy Ize funkce mozku pFirovnat
k systému GPS. Mozek totiz néjak dokaze fidit nas pohyb v prostoru a ¢ase. Rozezna,
kde jsme, navede, kam jdeme a kudy se tam dostaneme. Jak to ale déla, to zajimalo uz
starovéké myslitele a dalSi védce po cel& staleti. John O'Keefe objevil uz pred 40 lety
zaklady tohoto systému, pfi vyzkumu funkci hipokampu. O’Keefe zaznamenal, Ze urcité
casti této mozkove struktury se aktivuji vzdy, kdyz se pokusna zvifata nachazeji v
daném misté prostoru. O’Keefe doSel k zavéru, Ze tyto ,pozicni bunky* vytvareji
prostorové mapy. Na jeho praci navazali o dalSich 30 let pozdéji manzelé Moserovi. Ti
prokazali dalsi typ bunék, které vytvareji koordinovany systém, obdobu soufadnic u
GPS. Poruchy této interni navigace mozku se projevuji napf. u Alzheimerovy choroby,
kdy pacienti nejsou schopni poznat okoli, orientovat se v prostoru a najit cestu do dané
pozice.

Program Véda v akci byl ale primarné zaméren na Nobelovska vyroci 2014. Ta
se tykala pfipomenuti 5 let od udéleni Nobelovy ceny za objev telomer a enzymu
telomerazy a 10 let od ocenéni objevu strukturni organizace dcichového systému.
Z téchto dvou témat vychazela praktickd Cast Védy v akci. Protoze telomery Uzce
souviseji s nddorovymi transformacemi, byl prvni den akce realizovan na pracovisti
Masarykova onkologického Ustavu. Posledni den pak nabidl pohled do tkani, véetné
gichového epitelu, metod jejich zpracovani a barveni na Ustavu Zivogisné fyziologie a
genetiky. Prostfedni den Védy v akci nabidl prochazku genetickymi pfibéhy v navstév-
nickém centru Mendelianum — Atraktivni svét genetiky. Prvni z pfibéhd nabizi cestu od

Informa €éni listy GSGM, 2014, 44: 15 - 16
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ZE SVETA GENETIKY

Mendelovych experimentl k objasnéni genetického kodu, druhy se zabyva procesy
vedoucimi od jedné bunky k mnohobunéénému organismu a jeho fungovani, treti je
zameéfen na zivot, smrt a nesmrtelnost. Genetické pfibéhy v navstévnickém centru jsou
prezentovany na pozadi objevu ocenénych Nobelovymi cenami za fyziologii a medicinu.
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Genetické pribéhy v navstévnickém centru Mendelianum.

~ . Projekt Mendelova interaktivni Skola
|..' @ genetiky (CZ.1.07/2.3.00/45.0037) je
‘t spolufinancovan z Evropského so-

L MINISTERSTVO SKOLSTVI, 08 Vellnied cidlniho fondu a statniho rozpoctu
i Ceské republiky.

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Sout &éZ Mendelovy rostliny mé své vit éze

Iva KubisStova

Gymnazium Brno, tf. Kapitana JaroSe 14, 658 70 Brno

Mendelianum MZM Brno se svymi partnery a spolupracovniky pfipravilo vzdélavaci
cyklus Mendelovy rostliny. Johann Gregor Mendel, ktery je jako védec vétSinou znam
svymi pokusy s hrachem a jestfabnikem, se totiz béhem své prace zajimal o mnoho
dalSich rostlin. Rody, které Mendel uvadi ve svych pracich a v dopisech Nagelimu, byly
zverejnény v publikaci Matalova A 2007: G. Mendel: Pokusy s hybridy rostlin (ISBN 978-
808-702-8025). Tento vzdélavaci cyklus navazuje na dlouholetou prezentaci Mendelo-
vych rostlin Mendelianem MZM formou Mendelovy zahradky v augustinianském klastere

Informa €ni listy GSGM, 2014, 44: 16 - 18
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na Starém Brné (1965 — 2000) a poté zahradky Plantae Mendelianae v zahradé
ombudsmana, ktery poskytl Mendelianu pfechodné pusobisté (2001-2007) po vysidleni
ze starobrnénského klastera. Aktualni cyklus byl zahdjen vyhlaSenim foto-grafické a
vytvarné soutéZze na téma Mendelovy rostliny. Z pfihlaSenych dél bylo vybrano deset
favoritl v kazdé kategorii a ti byli zvefejnéni na webové strance. Vefejné hlasovani
uzavieni 30. 11. 2014 rozhodlo o tfech vitézich v kazdé kategorii. Autofi budou
odmeéneéni u pfilezitosti Stfedy s genetikou dne 17. 12. 2014 a jejich dila budou zahrnuta
do pfipravované vystavy. Vystava je dalSim krokem aktivity Mendelovy rostliny,
nasledovat bude vybudovani terasy Mendelovych rostlin v navstévnickém centru
Mendelianum s prezentaci Zivych zastupcu rodl, kterymi se Mendel zabyval, ukazkou
Mendelova experimentalniho nacini, metod a dalSich prvka.

Vice informaci na www.mendelianum.cz.

G

Y
|

Vitézné vytvarné prace soutéze Mendelovy rostliny: 2x rozrazil, hvozdik.
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RNDr. Iva KubisStova, Ph.D. pusobi jako pedagogicky pracovnik na gymnaziu
na tfidé Kpt. JaroSe v Brné. Aktualné spolupracuje s Mendelianem MZM Brno na
projektu Mendelianum - atraktivni svét genetiky a na Ustavu Zivogidné fyziologie
a genetiky AV CR, v.v.i. je hlavni manaZerkou projektu Mendelova interaktivni
Skola genetiky (e-mail: kubistova@jaroska.cz).

Pozvanka na Mendel Forum 2015

Anna Matalova

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

Jubilejni Mendel Forum 2015 je organizovano u prilezitosti oslav 150. vyroci zvefejnéni
Mendelovych pfednasek o hybridech rostlin. Tyto pfednasky prezentované 8. 2. a 8. 3.
2014 pro Pfirodozkumny spolek na Statni vySsi realce na Janskeé ulici v Brné byly o rok
pozdéji zvefejnény v Casopise Verhandlungen des naturforschenden Vereines. Tento
Casopis vydaval Pfirodozkumny spolek, ktery se vznikl z pfirodovédné sekce Hospo-
darské spolecnosti. Mendel byl jeho vyznamnym ¢lenem a citil se v ném mezi svymi.
Clenové Hospodarské spoleénosti jako jedini na svété ocenili Mendelovy experimenty a
souvisejici zavéry jako epochalni jesté za jeho Zivota. Druhym pfipomenutim v ramci
Mendel Forum 2015 je 50. leté vyro€i otevieni Mendeliana Moravského muzea. S tim
souvisi inaugurace moderniho komplexu Centra Mendelianum v prostorech Mendelovy
védecké spole¢nosti lokalizovanych v Biskupském dvore.

Mendel Forum 2015 je koncipovano jako dvé nezavislé akce. Weekend with JGM (6. —
8. 3. 2015) je urcen predevsim pro odborniky a vysokoskolské studenty, Tyden s JGM
(6. — 12. 3. 2015) pak nabizi program predevsim pro stiedni Skoly a vefejnost.

Bezplatna registrace na Weekend s JGM je oteviena ha www.mendel-brno.cz

Na téZe adrese je zvefejnén aktualizovany program Mendel Forum 2015.

TéSime se na vasi udast!

PhDr. Anna Matalovd je dlouholetou pracovnici Mendeliana Moravského
zemského muzea v Brné (do odchodu do duchodu pulsobila jako vedouci).
Aktudlné je hlavnim odbornym konzultantem projektu Mendelianum — atraktivni
svét genetiky a koordinatorkou projektu Mendelova interaktivni Skola genetiky.

Informa €ni listy GSGM, 2014, 44: 18 - 20
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Mendel Forum 2015
Weelkene Wit JGIVi

1st Announcement, Call for Abstracts

March 6 — 8, 2015
Centrum Mendelianum, Muzejni 1,
Brno — city centre, Czech Republic

Registration

v" Free of charge, limited number of participants
v Deadline for abstract submission: Dec 31, 2014
v www.mendel-brno.cz, MF2015@email.cz
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Uloha protein kindz v segregacii chromozomov po  éas meidzy u kvasiniek
Schizosaccharomyces pombe

Ines Kova ¢ikova

Univerzita Komenského, Prirodovedeckd fakulta, Katedra genetiky, Bratislava,
Slovenska republika a Viedenska Univerzita, Max F. Perutz Laboratéria, Oddelenie
Chromozomovej Biologie, Vieden, Rakusko

Abstrakt

Fosforylacia proteinov pomocou protein kinaz je hlavnym regulacnym
mechanizmom v bunke. Gendm kvasiniek Schizosaccharomyces pombe (S. pombe)
koduje 106 protein kinaz, pri€om ich funkcia bola charakterizovana len asi u polovice
z nich. U niektorych, ako je napr. Cdc2, Bubl alebo Arkl, bola objavena ich délezZita
funkcia pri segregacii chromozémov pocas meiozy (2,7,8).

S cielom identifikovat protein kindzy podielajuce sa na meioticke] segregécii
chromozémov, sme podrobili skriningu kolekciu haploidnych deleCnych mutantov.
Charakterizovali sme ulohu protein kindzy Mph1, ktoré patri do evoluéne konzervovanej
rodiny kinaz Mpsl zodpovednych za regulaciu formovania deliaceho vretienka. Zistili
sme, Ze tato kinaza plni délezitd ulohu pri segregéacii homologickych chromozémov
po¢as prvého meiotického delenia. Dalej sme objasnili nova funkciu protein kinazy
Spo4, ktora je ortologom Dbf4-zavislej Cdc7 kindzy u kvasiniek Saccharomyces
cerevisiae. Tato Uloha spodiva v regulacii spravnej dizky mikrotubulov deliaceho
vretienka v anafaze Il. V nepritomnosti Spo4 kindzy, sa abnormalne predizené
mikrotubuly deliaceho vretienka anafazy 11 prekryvaju, a tym nardSaju linearne
usporiadanie jadier v asku. Tiez sme zistili, Ze tento defekt, spésobeny deléciou spo4
génu, je CiastoCne potlaceny inhibiciou Cdc2-as kindzy, ¢o naznacuje, Zze porucha v
regulacii aktivity tejto cyklin-zavislej kindzy moéze byt pri¢inou abnormalneho
predlZovania mikrotubulov deliaceho vretienka v anafaze Il u spo4A mutantnych buniek.

Uvod

Poruchy segregacie chromozomov po€as meiézy su Castou pri¢innou neplodnosti a
genetickych porach u ¢loveka. NajznamejSie z nich st Downov syndrom, Patauov alebo
Edwardsov syndrom. Spomenuté poruchy su vacsSinou dosledkom aneuploidie, ktora
patri k naj¢astejSim chromozémovym abnormalitam. Aneuploidia sa tieZ povaZuje za
hlavni pri¢inu spontannych potratov. Z klinického hladiska je preto diagnostika a
prevencia neplodnosti a aneuploidie velmi déleZita.

Informa €éni listy GSGM, 2014, 44: 21 - 27
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V naSej praci sme sa zamerali na identifikaciu dosial nezndmych regulatorov
meiotickej segregacie chromozomov s ciefom objasnit’ ich funkciu vtomto procese
a prispiet tak k celkovému poznavaniu mechanizmov, ktoré sa podielajd na non-
disjunkcii chromozémov v meidze. Protein kindzy patria k najdélezitejSim regulatorom
v bunke. Kontroluju nespo¢etné mnoZstvo procesov, vratane rastu bunky, komunikacie
s vonkajSim a vnutornym prostredim, vyvoja bunky a jej rozmnoZovania. Su schopné
menit elektrostatické vlastnosti proteinov tym, Ze prenésSaju zaporne nabitu fosfatova
skupinu z vysoko-energetickej molekuly ATP na nukleofilny atom kyslika (12). Tento
mechanizmus, znamy ako fosforylacia proteinov, je jednym z najviac vyuZzivanych
v bunke.

Vysledky

Po uskutoCneni skriningu neesencialnych protein kindz sme objavili dolezitu
meioticki funkciu dvoch protein kinaz Mphl a Spo4. Okrem toho sme potvrdili, Ze
kinhza Bubl hrd kla€ova udlohu pri segregacii chromozémov pocas meidzy (1,17).
U mutantov, hhp2A, ppk24A, mug27A a atglA (ppk364A), sme zaznamenali r6zne
meiotické defekty, ako je urcitd missegregacia chromozémov, tzv. lagging chromozémy
alebo asky s chybnou morfolégiou spor. Rovnaké poruchy boli pozorované u hhp2A a
mug27A mutantov aj inou skupinou vedcov (10,15,16).

Dalej sme charakterizovali funkciu serin-treoninovej protein kinazy, Mph1, a to pri
disjunkcii chromozémov pocas meiotického delenia. Gén kddujaci protein kindzu Mph1
je ,upregulovany“ po€as meidzy a vykazuje sekvenénu a funkénd podobnost' s kinazou
Mps1 kvasiniek S. cerevisiae, ktora je sucastou kontrolného bodu regulujuceho spravne
formovanie deliaceho vretienka. Tento kontrolny bod umoZznuje formovanie deliaceho
vretienka len v pripade, ked vSetky mikrotubuly su spravne pripojené ku kinetochérom
chromozémov. Bunky s defektnym kontrolnym bodom vacsinou vstupuju do bunkového
delenia predCasne, ¢oho nasledkom je porucha rozchadzania sa chromozémov.

hecmozygous cen2-GFP

IRCIONN ©~=0 AcIen

& @ e, @ 0
©&—=@®
wit 100% 1% -
mphid 89% 2% 9%

Obr. 1. Protein kindza Mphl zohrava doélezita tlohu v procese homologickej segregacie
chromozémov v prvom meiotickom deleni buniek. Rozchadzanie sa chromozému gislo I
pocas meidzy bolo pozorované u divého kmefia h* cen2-GFP (12618) a u kmeria h* cen2-GFP
obsahujuceho mutantni alelu mphl (mphlA) (15607). Segregacia chromozémov bola
hodnotena fluorescenénym mikroskopom u najmenej 100 askov s oznacenou DNA bola
pomocou farbiva Hoechst.
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NaSe vysledky ukazali, Ze protein kindza Mphl ma délezita Ulohu pri segregécii
homologickych chromozomov poc€as prvého meiotického delenia (obr. 1). Aj ked
kontrolny bod regulujlci spravne formovanie deliaceho vretienka predstavuje velmi
presny mechanizmus, jeho funkcia méze byt pocas meiézy | redukovana (9,15,18).
V takomto pripade su bunky schopné vstupit do anafazy | pred€asne. Nasledkom toho
je vyskyt non-disjunkcie homologickych chromozémov pozorovany pri prvom meiotickom
deleni (1,7,11). Preto pred-pokladame, Ze u mphlA buniek je tento defekt vysledkom
zmenenej funkcie Mph1l kinazy pri kontrole spravneho formovania deliaceho vretienka.

V nasSej praci sme tiez objasnili nova funkciu protein kinazy Spo4, ktora je
ortologom Dbf4-zavislej Cdc7 kindzy u kvasiniek S. cerevisiae. VSetky zname
eukaryotické Cdc7-odvodené kindzy zohravaju esencialnu funkciu pri iniciacii replikacie
DNA pocas obidvoch bunkovych deleni, mitozy a meidzy (6,13). U S. cerevisiae je Dbf4-
Cdc7 komplex taktiez zahrnuty do mono-orientacie sesterskych kinetochorov pocas
prvého meiotického delenia (14). Kvasinky S. pombe obsahuju dva Cdc7 ortology
s nazvom Spo4 a Hsk1. Protein Hsk1l, je ddlezity pre iniciaciu S fazy, rovnako ako jeho
ortoléog u S. cerevisiae (3,4). Jeho Uloha nebola eSte pri Stadiu mono-orientacie
sesterskych chromatid objavena. Prekvapujuco, Spo4 ako druhy Cdc7 ortolog u
kvasiniek S. pombe, zohrava Uplne odliSnu Ulohu, a to pri iniciacii a progresii druhého
meiotické delenia.

Pokusili sme sa zistit ¢i Spo4 kindza je zahnuta v procese mono-orientacie
sesterskych kinetochorov po¢as meiozy I, rovnako ako jej ortolog (Dbf4-Cdc7 komplex)
u S. cerevisiae. Po detailnej analyze segregacie chromozomov oznacenych GFP
znackou, sme zistili, Ze kindza nema vyznamnu Ulohu v tomto procese. Objavili sme
v3ak jej novu funkciu pri regulécii spravnej dizky mikrotubulov deliaceho vretienka v
anafaze 1. V nepritomnosti Spo4 kindzy, sa abnormalne predizené mikrotubuly
deliaceho vretienka anafazy Il prekryvajd, a tym nardsaju linearne usporiadanie jadier v
asku. Okolo 60% buniek obsahujucich deletovany spo4 gén sa vyznaCovalo extrémne
dihymi mikrotubulami deliaceho vretienka pri druhom meiotickom deleni (obr. 2). Taktiez
sme pozorovali niekolkonasobné prediZenie anafazy Il v porovnani s divym typom.

Spravna dizka mikrotubulov deliaceho vretienka a jej regulacia je kriticka pri
oboch bunkovych deleniach, v mitéze aj v meiéze. Napriek tomu, molekularne
mechanizmy a proteiny podielajuce sa kontrole tohto procesu, su eSte malo
charakterizované. Z tohto dévodu sme sa pokusili charakterizovat mechanizmus
regulacie dizky mikrotubulov deliaceho vretienka a anafazy pri druhom meiotickom
deleni. Z literatary je zname, Ze regulacia aktivity cyklin-zavislych kinaz je esencialna
pre progresiu réznych Stadii bunkového cyklu, vratane anafazy. Preto sme rozhodli
pouzit analdég-senzitivnu Cdc2-as alelu, ktord sme zablokovali Specifickym inhibitorom
(1-NM-PP1). Predpokladali sme, e ak Cdc2 zohrava délezitd dlohu pri regulécii dizky
mikrotubulov deliaceho vretienka a anafazy pri druhom meiotickom deleni, potom jej
inhibicia potlaci spo4A defekt.

NaSa hypotéza bola spravna, pretoze defekt spdsobeny deléciou spo4 génu, bol
CiastoCne redukovany (zo 60% na 31%) inhibiciou Cdc2-as kindzy (obr. 3). Naznacuje
to, Ze porucha v regulacii aktivity tejto cyklin-zavislej kindzy méze byt pricinou
abnormalneho prediZovania mikrotubulov deliaceho vretienka v anafaze Il u spo4A
mutantnych buniek.
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B spo4A

mCherry-

HZ2A-BFP tubulin merge DIC

Obr. 2. ,Live cell imaging“ mikroskopia mikrotubulo v deliaceho vretienka v anafaze Il u
divého kme ha h™ mCherry- ath2 hta2 -TagBFP (wt) (JG16499), ktory bol krizeny s opa énym

parovacim typom kme fa h® rovnaného genotypu (JG16486). Rast mikrotubulov deliaceho

vretienka pogas meidzy Il sme analyzovali pomocou ,live cell imaging” mikroskopie. Cisla viavo
indikuja €as v minatach.
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heterozygous cen2-GFP

Spo4_\ 40% 60%

spo4_y 62% 38%

cdc2-as

spo4_ 42% 58%
+1-NM-PP1

NeZE 69% 31%

cdc2-as

Obr. 3. Inaktivacia Cdc2-as kinazy €iasto €ne potla ¢ila mutantny fenotyp u  spo4 A buniek.
Kmen h™ cen2-GFP obsahujaci mutantnd alelu spod (spo4A) (JG14873) bol krizeny
s kme nom opa éného parovacieho typu  h™ s rovnakym genotypom bez cen2-GFP znaéky
(JG14872). Taktiez kmen s mutatnou alelou spo4 a analdg-senzitivnou alelou cdc2 (spo4A
cdc2-as) (JG16848) bol krizeny s kmenom opacného pérovacieho typu bez cen2-GFP znacky
(JG16858). Na indukciu sporulacie boli pouzité sporulacné misky (PMG-N). Po 24-43 hod
inkubacii pri 25°C boli bunky premyté vodou a znovu inkubované v sporulacénom médiu PMG-N
v pritomnosti alebo bez pritomnosti inhibitora (5uM 1-NM-PP1) pri 25°C po dobu 4-7 hod. DNA
u buniek bola vizualizovand pomocou Hoechst farbiva a segregacia cen2-GFP znaciek bola
hodnotena u najmenuj 50 askov.

Zaver

NaSa praca potvrdila dolezitd udlohu reverzibilnej fosforylacie proteinov
v segregacii chromozémov pocas meiotického delenia buniek u kvasiniek S. pombe.
Identifikovali sme ulohu protein kindzy Mphl v segregéacii homologickych chromozomov
pocas prvého meiotického delenia. Pozorovany fenotyp homologickej nondisjunkcie u
buniek s mutantnym Mphl génom je pravdepodobne spdsobeny defektom v regulécii
formovania deliaceho vretienka, o ma za néasledek pred€asny vstup takto mutantnych
buniek do anafazy I.

Objavili sme tiez novu funkciu Spo4 protein kinazy v regulacii meiotickej progresii
a v kontrole spravnej dizky mikrotubulov deliaceho vretienka v anafaze Il. Tato funkcia
nebola zatial opisana u Ziadnej z Cdc7-pribuznych kinaz. Spo4 kindza ma ako jedina
z tejto rodiny kindz Uplne odliSna funkciu a nie je zahrnuta v kontrole mono-orientécie
sesterskych kinetochérov v meidze | ako to bolo pozorované u kvasiniek S. cerevisiae.

Pomocou dalSich experimentov, v ktorych sme inhibovali anal6g-senzitivnu
Cdc2-as alelu bol defekt u spo4 mutatnych buniek Ciasto¢ne potlaceny. Naznacuje to, Ze
porucha v regulécii aktivity Cdc2 kinazy mo6ze byt pri€¢inou abnormalneho predlZovania
mikrotubulov deliaceho vretienka v anafaze 1l u spo4A mutantnych buniek.

V buducnosti by bolo zaujimavé objasnit Ulohu druhého ortoléga u kvasiniek
S.pombe, Hsk1, ktory rovnako ako Spo4 patri do rodiny Cdc7-odvodenych kinaz. Uloha
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tejto kindzy nie je zatial znama ana zaklade funkcie jej ortologa u kvasiniek S.
cerevisiae, sa predpoklad4, Zze ma ulohu v kontrole mono-orientacie sesterskych
kinetochorov v meidze I.
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Abstrakt

Akutni myeloidni leukémie (AML) je heterogenni skupina malignich onemocnéni
charakterizovana blokem diferenciace myeloidnich progenitoru, proliferaéni vyhodou a
ztrdtou schopnosti apoptézy. LéCba AML se v prabéhu poslednich dekad vylepsila,
pFesto Ize vylécit pouze Cast pacientd kombinaci toxickych cytostatik. V leukemogenezi
t(8;21) pozitivni leukémie se predpoklada, Ze represorovy komplex asociovany s
chimérickym proteinem AML1-ETO vaze deacetylazy histont (HDAC), inhibuje expresi
cilovych genl AML1 a tim zpusobuje blok v myeloidni diferenciaci. Valproova kyselina
(VPA) je schopna inhibovat HDAC a proto by mohla byt vhodnym kandidatem v 1é¢bé
AML1-ETO pozitivni AML. Hlavnim cilem prace bylo charakterizovat diferenciacni efekt
VPA na AML1-ETO pozitivni leukemické bunky a urc€it zmény v expresi cilovych gen
AML1. Buriky Kasumi-1 (M2 AML1-ETO pozitivni), Kasumi-6 (M2 AML1-ETO negativni),
MV4-11 (MLL-AF4 pozitivni) a K562 byly lé€eny VPA a 12-0-tetra-decanoylforbol-13-
acetatem (TPA), vySetfeny prutokovou cytometrii a qRT-PCR. AML1-ETO pozitivni a
negativni primarni pacientské blasty ze dne diagndzy byly ovlivnény VPA a TPA k
potvrzeni zjisténi in vitro. VPA indukovala apoptézu u AML1-ETO pozitivhich a MLL-
AF4 pozitivnich bunék. Zmény v imunofenotypu prokazujici diferenciaci byly pozorovany
pouze u AML1-ETO pozitivnich bunék (pokles exprese CD33/34/117 a narust
CD11a/11b). Ukazalo se, Ze diferencované buriky jsou také AnnexinV pozitivni, tudiz

Informa €ni listy GSGM, 2014, 44: 27 - 37

27



jsme déle zkoumali vztah mezi diferenciaci a bunéfnou smrti. Apoptdéza byla
zablokovana kaspazovym inhibitorem a pfesto zlstala diferenciace nezménéna. TPA byl
pouZzit k vylou¢eni neschopnosti AML1-ETO negativni linie diferencovat a zjistili jsme, Ze
tato linie podstoupi po 1éEbé TPA monocytarni diferenciaci. Pomoci kvantifikace mRNA
jsme prokazali, Zze Ié€ba VPA zvysSila expresi genu PU.1, IGFBP7, BPI a C/EBPa pouze
u AML1-ETO pozitivni linie a nikoliv u ostatnich testovanych linii. U vSech pacientskych
vzorkl z kostni dfené byla indukovana apopt6za bez ohledu na genotyp, ale zmény v
imunofenotypu ve smyslu diferenciace se ukazaly byt specifické pouze pro blasty s fuzi
AML1-ETO. Poskytli jsme validni dikaz diferenciace specifické pro AML1-ETO pozitivni
bunky doprovazené vzestupem exprese plvodné epigeneticky umi€enych gend. Nase
zjisténi tykajici se diferenciace nasledované apopt6zou vneslo novy pohled na
mechanizmus ucinku starého Iéku. Navic naSe data podporuji hypotézu, Zze AML1-ETO
pozitivni pacienti by mohli mit z Ié€by VPA nejvétsi benefit.

Uvod

Nadorova onemocnéni u déti jsou vzacna, tfebaze jejich incidence v poslednich
30 letech nardsta (14). Leukémie jsou skupinou nejCastéjSich zhoubnych nadorovych
onemocnéni détského véku, kdy prestavuji celkem 25-30 % vSech malignit. VétSina
leukémii u déti pfipada na akutni typ onemocnéni, u kterého 80 % predstavuje ALL
(akutni lymfoblasticka leukémie) a v 20 % se jedna o AML (akutni myeloidni leukémie).
AML zahrnuje heterogenni skupinu malignich onemocnéni krvetvorby charakterizova-
nou zastavou diferenciace a maligni klonalni transformaci hematopoetické kmenové
buriky nebo myeloidniho progenitoru. Nasledkem je akumulace myeloidnich leuke-
mickych blastl v kostni dfeni, jejich vyplavovani do periferni krve a infiltrace extra-
medularnich organt (10). V soucasnosti Ize vyléCit priblizné dvé tretiny détskych
pacientd s AML s udavanou pravdépodobnosti pétiletého OS (celkového preziti) kolem
70% v zavislosti na pouzitém léCebném protokolu. Konkrétné pracovni skupina BFM
(Berlin-Frankfurt-Muinster), jejiz soucasti jsou i détska hematologicka centra v CR,
publikovala vysledky IéCby détské AML s pravdépodobnosti celkového pétileteho OS 66
% (5). Obdobnych vysledkl dosahuje v 1é¢bé détskych AML i protokol vyvinuty v SJRCH
(Saint Jude Research Childrens Hospital) v USA s pravdépodobnosti pétileteho OS 70
% (16). Zatim nejlepSi 1éCebné vysledky zaznamenala japonska pracovni skupina s
protokolem AML99 a pravdépodobnosti pétiletého OS 75 % (18). V soucasné dobé lze u
90 % pripadt détské AML detegovat alespon jednu genomickou abnormalitu (15) (obr.
1).

Translokace t(8;21)(g22;922), ktera je detegovana u 10 — 15 % pacientu, je
asociovana s podtypem M2 AML a je spojena s dobrou prognézou (7, 19). Tato
translokace se zlomy na chromozomech 8g22 a 21g22.3 vede ke vzniku fuzniho genu
AML1-ETO, ktery je mozné v literatufe najit pod nazvy RUNX1-MTG8, AML1-MTG8
nebo RUNX1-RUNX1T1. Chiméricky protein AML1-ETO obsahuje N-koncovou oblast
AML1 s DNA vazebnou doménou, k némuz je fuzovan témér cely ETO (12). ETO
asociuje s proteiny, které tvofi represorovy komplex. Takovymi proteiny jsou NCoR
(nuclear corepressor), SMRT (silencing mediator for retinoic acid and thyroid hormone
receptor) a HDAC (histone deacetylase). Vazba AML1-ETO do genovych regulacnich
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oblasti navozuje umiceni exprese cilovych gend AML1. To ma za néasledek blok v
diferenciaci a iniciaci programu sebeobnovy (1,3).
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Obr. 1: Zastoupeni jednotlivych chromozomalnich abn ormalit a specifickych genovych
mutaci u d étské AML. Prevzato z (15).

Remodelace chromatinu hraje dulezitou roli v regulaci genové exprese. Jednim z
remodelacnich mechanizml je acetylace a deacetylace N-koncovych histonovych
vybéZku za katalytického pisobeni enzymu histonové acetyl-transferazy (HAT) a HDAC.
Pfeneseni acetylového negativné nabitého zbytku na lyzin neutralizuje kladny naboj a
uvolni vazbu s DNA, coZz vede k relaxaci chromatinu a zvySeni pfistupnosti
transkripénich faktord k promotoram cilovych gend. Naopak HDAC odstranénim
acetylového zbytku zpusobi obnoveni kladného naboje, posili vazbu histonu k DNA v
ramci daného nukleozomu a zpuasobi represi transkripce (17). Fenomén aberantni vazby
HDAC a nasledné umi€eni transkripce genu zodpovédnych za diferenciaci a regulaci
proliferace, byl popsan u fady nadorovych onemocnéni (13,22).

Inhibitory deacetylaz histont (HDACI) jsou potentni protinaddorové léky, které jsou
schopny reaktivovat genovou expresi a obnovit schopnost malignich bunék podstoupit
bunéénou smrt. JelikoZz maji HDACI rGznou afinitu k rGznym HDAC, muzZeme je rozdélit
na neselektivni a selektivni inhibitory (2). Podle chemické struktury se rozdéluji na
hydroxamové kyseliny (trichostatin A, vorinostat, dacinostat, a panobinostat),
pyroxamové kyseliny (PXD101 a CRA-026440), karboxylové kyseliny (VPA, butyrat
sodny), benzoamidy (entinostat a mocetinostat) a cyklické tetrapeptidy (trapoxin,
romidepsin, depsipeptid a spiruchostatin A) (11,21). Valproové kyselina (VPA) neboli 2-
propyl-pentanova kyselina je mastna kyselina s kratkym fetézcem, kter4 byla poprvé
syntetizo-vana Burtonem v roce 1882 (4). Na konci 90. let minulého stoleti se ukazalo,
Ze VPA je schopna inhibovat HDAC |I. tfidy (HDAC 1, 2, 3) a tfidy lla (HDAC 4, 5, 7) (6).
Poté, co byla VPA prokazana jako potentni agens zpUsobujici apoptézu u bunécnych
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linii odvozenych od AML (8), byla testovana v klinickych studiich I. a Il. faze u
myelodysplastického syndromu (MDS) a AML u starSich pacienta (9).

Hypotézy a cile prace

Akutni myeloidni leukémie s t(8;21) je pokladana za leukémii s dobrou progno-
zou. | presto néktefi pacienti s timto podtypem AML prodélaji relaps onemocnéni, jak
ukazaly vysledky |éCby podle mezinarodniho protokolu BFM AML 98, kde byla
pozorovana kumulativni incidence relapsu (CIR) 16 + 5 % a pravdépodobnost pétiletého
preziti bez udalosti (EFS) 81 £ 5 %. Navic v ramci protokolu BFM AML 2004 existovala
snaha tento podtyp leukémie léCit méné intenzivné, coz vedlo ke zhorSeni I1éEebnych
vysledkd se zvySenim CIR na 2816% a pétilety EFS poklesl na 66 + 6 % (5). Tudiz
excelentni progndza tohoto podtypu AML je zachovana pouze za predpokladu podani
plné intenzivni chemoterapie. Z toho divodu je nutné hledat nové, cilené léky, které
pridanim do kombinace cytostatik umozni redukovat IéEbu se zachovanim dobrych
IéCebnych vysledkd. Jak jiz bylo popsano v Gvodu, t(8;21) dava vzniknout chimérickému
proteinu AML1-ETO, ktery cestou aberantni vazby HDAC zpusobuje zablokovani
myeloidni diferenciace, tudiz by uziti HDACi mohlo byt efektivni lé€bou.

Pfedpokladanym cilem této prace bylo modelovani terapie pomoci VPA, kterd ma
vlastnosti inhibitoru deacetylaz histont a jejiz GCinek by mél vést k potlaceni
represivniho vlivu proteini AML1-ETO na expresi cilovych genu. Predpokladali jsme
také zvraceni patologického diferenciacniho bloku zpusobe-ného pfitomnosti proteinu
AML1-ETO.

Cile jsme rozdélili do téchto bodu:

- oveérfeni efektu VPA na AML1-ETO pozitivni bufky sledovdnim zmén exprese
diferenciacnich znakd myeloidnich bunék pomoci pratokové cytometrie a v porovnani s
jinymi podtypy AML. Porovnanim imunofenotypoveé identickych bunéénych linii s a bez
pfitomnosti chimérického proteinu AML1-ETO jsme chtéli prokazat specificitu ucinku
VPA danou inhibici HDAC.

- analyza zmén v buné&ném cyklu bunécnych linii odvozenych od AML

- korelace zmén v imunofenotypu indukovanych VPA s jednotlivymi fazemi bunééného
cyklu

- potvrzeni predpokladané obnovy exprese znamych a kandidatnich AML1 cilovych
genu u AML1-ETO pozitivnich bunék Ié€enych VPA

- ovéfeni G€innosti VPA na primarnich pacientskych blastech ziskanych z kostni dfené
pacientl v den diagnozy.

Material a metodika

Bunécné linie odvozené z lidské akutni myeloidni leukémie Kasumi-1, MV4, K562
a Kasumi-6 byly lé€eny valproovou kyselinou o koncentraci 0,5 mM a 1,0 mM a TPA
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(12-0O-tetra-tetradecanoylphorbol-13-acetate) o koncentraci 1,62 yM po dobu 24 a 48
hodin. TSA (Trichostatin A) byl pouzit jako pozitivni kontrola u linie Kasumi-1 o
koncentraci 120 nM s délkou pusobeni 24 a 48 hodin. Kaspazovy inhibitor Z-VAD-fmk
(benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp (OMe) fluoromethylketone; Sigma) byl pouzit 1 hodinu
pfed aplikaci VPA k zablokovani apoptézy u linie Kasumi-1 o koncentracich 20 yM a
100 puM. K validaci dat ziskanych z experimentd na bunécnych liniich byly ve finalnim
experimentu pouzity blasty zamrazené od dvou AML1-ETO negativnich a dvou AML1-
ETO pozitivnich détskych pacientt s AML M2 podle FAB Kklasifikace. V dobé
experimentu byly vzorky rychle rozmrazeny na teplotu 37°C a pfidanim média IMDM
(Iscoves Modified Dulbecco’s medium (Sigma)) o teploté 37°C byl odmyty dimethyl
sulfoxid (DMSO, Sigma) centrifugaci 1000 otaCek za minutu (rpm) po dobu 5 minut.
Vzorky byly kultivovany v médiu IMDM obohaceném o 30% FBS (Gibco) a smés
cytokin TPO, IL-6, SCF a FLT3-L o koncentraci 2 ng/ml. Po 24 hodinach kultivace byla
pridana VPA o koncentraci 1,0 mM a TPA 1,62 uM.

K analyze mnozstvi DNA v jadie byl pouzit CycleTESTTM PLUS DNAReagent Kit
fungujici na principu vazby propidium jodidu k DNA. K detekci diferenciace byly pouzity
mnohobarevné kombinace s pouZzitim protilatek proti povrchovym znakim CD11a,
CD11b, CD15, CD38, CD33, CD34, CD117, CD14, HLA-DR, CD45 a glycophorin A
(GPA). K odliseni mrtvych bunék byl pfidan 2-(4-amidinofenyl)-6-indolkarbamidin
dihydrochlorid (DAPI; Sigma) bezprostfedné pred méfenim. Vzorky byly takto méfeny v
Sesti barevnych kombinacich pomoci LSR Il. Analyza byla provedena pomoci softwaru
FlowJo.

K ozfejméni zmén v imunofenotypu v raznych fazich buné&ného cyklu u bunék
Kasumi-1 po aplikaci VPA 1,0 mM jsme pouzili Vybrant DyeCycle Violet (DCV) spole¢né
s protilatkami proti povrchovym znakim CD33, CD117 a CD11b. Soubézné byly
kultivovany buriky Kasumi-1 ovlivnéné VPA 1,0 mM, ke kterym nebyl pfidan DCV, a
které byly znaceny pomoci Annexin V podle navodu od vyrobce a protilatkami proti
povrchovym znakim CD33, CD117 a CD11B. Buriky pfipravené obéma zplsoby byly
zmérfeny pritokovym cytometrem LSR II.

Celkova RNA byla izolovana z 1é€enych a kontrolnich bunék Kasumi-1, Kasumi-6,
K562 a Mv4;11 s pouzitim RNeasy Mini Kit s pfiddnim DNase Reaction Kit na
odstranéni zbytkové genomické DNA Ke kvantifikaci cDNA v realném &ase byl pouZit
systém SYBRGreen, ktery vyuziva vazby pouze do oblasti dvouvidknové DNA. V PCR
reakcich byly pouzity primery pro geny PU.1, CEBP/a, BPI, IGFBP7 a housekeeping
geny B2-mikroglobulin a GAPDH (glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenaza). Vlastni
kvantitativni PCR byla provedena pfistrojem LightCycler480 s pouZitim vyrobcem
pripraveného PCR mixu PowerSYBRGreen PCR Reagent Kit. Méfeni bylo provadéno v
triplikatu a naméfené hodnoty genové exprese vysSetfovanych genu byly déleny
naméfenymi hodnotami exprese provoznich genu k zajiSténi normalizace hodnot.

Ke stanoveni vyznamnosti rozdilu mezi kontrolnimi a Ié€enymi vzorky byl pouzit Mann-
Whitney test a t-test. K provedeni statistickych testu byl pouZit software StatView.

Vysledky

Nejprve jsme studovali zmény v bunééném cyklu po l1é¢bé VPA o koncentracich
0,5 a 1,0 mM na bunécnych linii odvozenych z myeloidnich malignit: Kasumi-1 (M2
podle FAB, AML1-ETO pozitivni), Kasumi-6 (M2 podle FAB, AML1-ETO negativni),
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MV4;11 (M4 podle FAB, MLL-AF4 pozitivni) a K562 (erytroleukémie — blasticky zvrat
CML, BCR-ABL pozitivni). NejvyrazngjSi indukce buné&né smrti byla pozorovana u
Kasumi-1 linie po 48 hodinovém puasobeni 1,0 mM VPA dosahujici 56 % + 3,2 % bunék
v sub-G1 fazi bunééného cyklu. V MV4;11 linii bylo detekovano 43,0 % + 1,0 % bunék v
subG1 fazi. Pouze minimalni indukce apoptézy byla detekovana u linie K562, kde
procento bunék v sub-G1 fazi bylo nalezeno na drovni 6,1 % + 1,1 %. U Kasumi-6 IéCba
VPA 1,0 mM vyvolala apoptézu u 20,8 % + 0,4 % v porovnani s kontrolnimi vzorky.

Dale jsme hodnotili diferenciacni uc€inek VPA na jednotlivé bunécné linie. Zmény
v imunofenotypu byly hodnoceny pouze na zZivych DAPI negativnich burfkach. Bunky
Kasumi-1 zareagovaly na lé¢bu VPA (1,0 mM po dobu 48 hodin) snizenim exprese
povrchovych znaki typickych pro myeloidni progenitory CD33 (p<0,001), CD34
(p=0,003), CD117 (p<0,001), CD38 (p=0,005) a zvySenim exprese znakd myeloidni
diferenciace CD1la (p=0,001) a CD11lb (p=0,007) v porovnani s kontrolnimi vzorky
predstavovanymi nelé¢enymi burikami Kasumi-1. Exprese znaku CD15 a CD14 nebyla
pusobenim VPA ovlivnéna (p=0,09 a p=0,32). Takto vyjadfenou diferenciaci jsme
detekovali u 38,2 % bunék Kasumi-1 po 24 hodinach a u 57 % po 48 hodinach. U
fenotypové identické (M2 AML) bunécné linie Kasumi-6 bez pfitomnosti AML1-ETO flaze
jsme po ovlivnéni VPA nepozorovali statisticky signifikantni zmény u zadného z
vySetfovanych povrchovych znakud. Stejné tak u MV4;11 a K562 jsme nepozorovali
zmeény, které by odpovidaly diferenciaci (obr. 2).

Po zjisténi specifickeho efektu VPA na Kasumi-1 v porovnani s linii Kasumi-6
bylo nutné ovéfit schopnost Kasumi-6 diferencovat. K tomuto G€elu jsme pouZili
diferenciacni agens TPA o koncentraci 1,62 yuM. Pouziti TPA zplsobilo diferenciaci
Kasumi-6, jak bylo ovéfeno pratokovou cytometrii s poklesem exprese CD33, CD117 a
CD34 a vzestupem exprese CD11B. Oproti tomu prfekvapivé TPA zpUsobilo pouze
minimalni zmény v imunofenotypu Kasumi-1, kde byla diferenciace pfitomna pouze u 17
% bunék v porovnani s57 % po lécbé VPA. Pfi pouziti kombinace TPA a VPA u
Kasumi-1 se procento diferencujicich bunék vySplhalo na uroven 86 % ze vSech DAPI
negativnich bunék.

Dale jsme se rozhodli zhodnotit vztah mezi diferenciaci a jednotlivymi fazemi
bunécného cyklu a zaroven vztah mezi diferenciaci a apoptdézou. K ovéfeni schopnosti
diferenciace proliferujicich a klidovych bunék, jsme pouzili DyeCycle Violet barveni v
kombinaci s protilatkami proti povrchovym CD znakim méFfenych pratokovym
cytometrem. Tento postup ndm umoznil analyzovat bunky v G1/GO fazi a G2/M/S fazi
oddélené a tim vySetfit i jejich diferenciacni status. Zjistili jsme, Ze 68 % proliferujicich
bunék a 29,3 % bunék v klidové fazi bunééného cyklu diferencovalo po podani VPA.
Dale jsme pouzili znaceni Annexin V k detekci ¢asnych fazi apoptozy a protilatky proti
povrchovym znakam, abychom urcili osud diferencovanych bunék. Timto vySetfenim se
ukazala byt vétSina diferencovanych bunék Annexin V pozitivnich oproti
nediferencovanym burikdm Kasumi-1, které zlstaly Annexin V negativni.

Kombinované znaceni bunék pomoci Annexin V, DAPI a protilatkami proti
povrchovym znakum (CD33, CD117 a CD11b) nAm umoznilo analyzovat chovani bunék
po zablokovani apoptézy (Z-VAD-fmk) po 1é¢bé VPA 1,0 mM. Zjistili jsme, Ze i po
zablokovani apoptézy je VPA schopna indukovat diferenciaci u Kasumi-1.
Diferencované bufky jsou navic po konkomitantnim podavani VPA a Z-VAD-fmk
negativni pfi barveni Annexinem V.

32



Kasumi-1 Kasumi-6 Mv4;11 K562

Kontrola |

e — — - T TR Ty s T

o 10’ 1w w0t 1o o 1w’ w w0 0w w0 1w

=
=
& 1
=3

VPA
1,0mM

HLA-DR
GPA

i

ki |

i

ﬁ
a 14
3

o Boe T e e o

0 1 107 10* 10

R T T 3
cD33 v cD33 v cD33 cD45

cD117
i

:

c:mr

v
v

Obr. 2: Hodnoceni diferenciace pr uatokovym cytometrem. Grafy znazorfiuji miru exprese
vybranych povrchovych znakd u &tyf bunéénych linii kultivovanych po dobu 48 hodin s VPA o
koncentraci 1,0 mM. U linie Kasumi-1 je zfetelna diferencovana populace bunék, kterd je
charakterizovana Ubytkem exprese CD33 a CD117. U linii Kasumi-6, MV4;11, K562 nejsou
detekovany zmény v imunofenotypu charakteristické pro diferenciaci.

Dale jsme hodnotili, zda je VPA indukovand diferenciace doprovazena zménami
exprese cilovych gend AML1 a gena dualezitych v myeloidni diferen-ciaci. Kvantifikovali
jsme expresi nasledujicich gent: PU.1, ktery je cilovym genem AML1, C/EBPa jako
dulezity regulator myeloidni diferenciace, ktery je downregulovan u AML1-ETO
pozitivnich pacientd, BPl a IGFBP7, u nichz je prokazana pfima inhibice exprese
chimérickym proteinem AML1-ETO. U Kasumi-1 ovlivnénych VPA 1,0 mM bylo
naméfeno zvySeni exprese genu PU.1 6,2x (p<0,01), zvySeni exprese C/EBPa 3,0x
(p<0,01), zvySeni exprese BPI 2,6x (p<0,01) a zvySeni exprese IGFBP7 7,0x (p<0,01).
Oproti tomu u M2 AML AML1-ETO negativni bunécné linie (Kasumi-6) nebyla v
porovnani s kontrolami pozorovana zména exprese C/EBPa (p=0,26) a PU.1 (p=0,42) a
exprese genl BPI a IGFBP7 byla po Ié¢bé VPA sniZzena 1,3x (p<0,01) a 1,7x (p<0,01).
U vzorku linie MV4;11 ovlivnénych VPA byla v porovnani s kontrolou sniZzena exprese
PU.1 2,5x (p=0,01) a exprese IGFBP7 sniZzena 2,4x (p=0,01), exprese gent C/EBPa
(p=0,32) a BPI (p=0,75) zUstala nezménéna. V linii K562 nebyla detegovana exprese
BPI na mRNA Urovni, exprese PU.1 genu byla zvySena 3,7x (p<0,01) a exprese genu
C/EBPa a IGFBP7 zustala nezménéna (p=0,46 a p=0,1).

K ovéfeni vysledkd ziskanych na bunéénych liniich jsme kultivovali blasty od
dvou AML1-ETO pozitivnich a dvou AML1-ETO negativnich pacientl v pfitomnosti VPA
1,0 mM a TPA 1,62 yM po dobu 24 a 48 hodin. Po 1é¢bé VPA jsme detekovali pokles
proliferaéni aktivity blastd a zvySeni procenta bunék podstupujicich bunénou smrt ve
vSech Ctyfech pacientskych vzorcich. Diferenciaéni agens TPA indukovalo diferenciaci
charakterizovanou poklesem CD33 a/nebo CD117 u vSech ¢tyf vzorkd bez ohledu na
genotypové pozadi blastd. Jina situace nastala po ovlivnéni pacientskych blastl pomoci
VPA, kdy se procento diferencujicich bunék zvySilo pouze u AML1-ETO pozitivnich
pacientu. U pacienta Cislo 3 se zvySilo zastoupeni CD117-/CD33- a CD117- z 30 % na
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52,5 % a u pacienta €islo 4 z 37 % na 46 %. Oproti tomu u AML1-ETO negativnich
pacientl (pacienti €islo 1 a 2) nezpusobila VPA vyznamné zmeény v imunofenotypu (obr.
3). Vysledky tohoto experimentu ukazuji efekt VPA na pacientské blasty a dale umocruji
hypotézu o specifickém pusobeni VPA na AML1-ETO pozitivni blasty. VPA indukovala
diferenciaci pouze v blastech, které jsou charakterizované pfitomnosti AML1-ETO.
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Obr. 3: Kultivace AML1-ETO pozitivnich (€islo 3 a 4) a negativnich (Cislo 1 a 2) primarnich
pacientskych blastd s VPA a TPA. Grafy znazoriuji procento diferencova-nych blastt po 48
hodinach kultivace s VPA 1,0 mM a TPA 1,62 uM. Blasty od AML1-ETO negativnich pacientd
diferencovaly po podani TPA, ale nikoliv po 1é¢bé VPA. Oproti tomu AML1-ETO pozitivni blasty
diferencovaly po TPA i VPA.

Diskuse a zav éry

V této studii jsme testovali efekt VPA na AML bunéc¢né linie a primarni pacientské
blasty s riznym genotypovym pozadim. NaSe data potvrzuji protinddorovy efekt VPA u
AML bunék a ukazuji, Ze mnoZstvi detekované apoptdzy se liSi mezi jednotlivymi
genotypové charakterizovanymi AML podskupinami. V souladu s naSimi vysledky byly
publikovany prace, které potvrzuji VPA indukovanou apoptézu u linii Kasumi-1 a
MV4;11. V naSem experimentu byla VPA schopna sniZzit proliferaéni aktivitu u Kasumi-6
a zaroven indukovat zéstavu v G1/GO fazi bunééného cyklu, ale bez znamek indukce
apoptozy. U linie K562 jsme nepozorovali navozeni apoptézy po lécbé. Diferenciaci
jsme demonstrovali pomoci analyzy prutokovym cytometrem se znacenim bunék
Sirokym panelem protilatek proti povrchovym myeloidnim znakim. Toto pozorovéani bylo
potvrzeno morfologicky sledovanim zmén v nuklearni a nukleolarni morfologii. Z
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testovanych linii byla VPA indukovana diferenciace detekovana pouze u AML1-ETO
pozitivni bunééné linie, coZ potvrzuje hypotézu o specifickém puasobeni VPA na AML
bunky s timto genotypovym pozadim. Diferenciace u linie Kasumi-1 nesla identické
zmény v imunofenotypu jako diferenciace po pouZziti TSA jako pozitivni kontroly.
Specifitu U€inku VPA plsobici pfes patologicky gen AML1-ETO jsme potvrdili
pozorovanim imunofenotypové identickych bunécnych liniich, které se IiSi pouze
pritomnosti AML1-ETO (Kasumi-1 a Kasumi-6). Pouziti diferenciaCniho agens TPA
potvrdilo, Ze linie Kasumi-6, ackoliv nereaguji na lécbu VPA, je schopna diferenciace po
jiném stimulu. Pfekvapivé jsme pozorovali zcela minimalni indukci diferenciace pomoci
TPA u Kasumi-1, kdy pouze 17 % AML1-ETO pozitivnich bunék diferencovalo. Naproti
tomu Ié¢ba kombinaci TPA a VPA indukovala diferenciaci ve vysSi mife, nez vyplyva z
pouhého souctu UCinkl téchto dvou latek, proto lze predpokladat synergisticky efekt.
Tento mechanizmus muze byt vysvétlen tim, Ze pfi 1é€bé samotnym TPA pretrvava
diferencia¢ni blok zprostfedkovany aberantni vazbou HDAC k AML1-ETO a proto je
efekt TPA na diferenciaci minimalni. Az v kombinaci TPA s VPA jsou inhibovany HDAC
v korepresorovém komplexu asociovaném s AML1-ETO a diferenciace muze
probéhnout.

Dale jsme poskytli cenné informace o tom, Ze jak bunky v klidovém stadiu, tak i
bunky proliferujici, jsou schopné podstoupit diferenciaci. Navic jsme demonstrovali, ze
diferenciace pfedchazi apoptozu. Tato souslednost byla prokdzana v experimentech se
zablokovanim apoptdzy pomoci kaspazoveho inhibitoru Z-VAD-fmk. Inhibitor zablokoval
bunécnou smrt, ale VPA indukované diferenciace u AML1-ETO pozitivhich bunék nebyla
ovlivnéna. Specificky u¢€inek VPA byl doprovazen vzestupem hladin mRNA AML1
cilovych genu (PU.1, IGFBP7, BPI), coz nastalo pouze u AML1-ETO pozitivhich bunék.
Exprese genu CEBPa, ktery je dllezitym regulatorem myeloidni diferenciace a je
vyrazné downregulovany u AML1-ETO pozitivni leukémie, také vzrostla po podani VPA.
K ovéfeni naSich vysledkl a pfiblizeni celého experimentalniho designu k in vivo
podminkam jsme provedli experimenty na primarnich pacientskych blastech odebranych
z kostni dfené v den diagn6zy. Tim jsme vytvorili relevantni model |é¢by VPA u AML1-
ETO pozitivnich a AML1-ETO negativnich pacientu a potvrdili jsme, Ze a¢ VPA indukuje
apoptézu u vSech testovanych vzorkl, diferenciace zavisla na VPA je jev specificky
pouze pro AML1-ETO pozitivni blasty. TPA byl schopny navodit diferenciaci bez ohledu
na pfitomnost AML1-ETO flze. Zaroven je nutno doplnit, Ze kapacita diferenciace u
pacientskych blastu je nizSi nez v pfipadé Kasumi-1 bunécné linie, ¢emuZ odpovida
minimalni zména s expresi CD11b.

U déti je VPA béZzné pouZivana v IéCbé epilepsie a terapeutické koncentrace
dosahuji hodnot pouzitych i v naSich experimentech. Pfestoze byla VPA testovana jako
inhibitor HDAC v klinickych studiich u dospélych, neni myslitelné, aby byla pouzita v
monoterapii i bez konvenéni chemoterapie v modernich klinickych studiich zabyvajicich
se léCbou détské AML. Existuji data, kter4d naznacuji synergisticky ucCinek VPA s
konvencnimi cytostatiky jako je cytarabin, coZ je dulezité cytostatikum v 1é¢bé AML. Xie
et al. ukazal, Ze AML1-ETO pozitivni buriky jsou z testovanych podskupin AML nejvice
citivée ke kombinaci VPA a cytarabin (20). Obecné je cilem velkych mezinarodnich
skupin pro lécbu détské AML individualizovat terapii podle zjiSténych genotypovych
zmeén v pacientskych blastech. Recentné byla spusténa klinicka studie faze Ill zabyvajici
se lécbou détské AML v St. Jude Reasearch Children’s Hospital (SJRCH)
(clinicaltrials.gov, NCT00703820). Pacienti zafazeni do skupiny vysokého rizika bez
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pfitomnosti FLT3-ITD jsou randomizovani ke kombinované 1écbé VPA a intenzivni
chemoterapie (cytarabin, daunorubicine, etoposid) v ramci druhého induk&niho bloku.
BohuZel je velmi nepravdépodobné, Ze by AML1-ETO pozitivni pacienti byli do této
podskupiny zafazeni. | v Evropé v ramci pfipravovaného mezinarodniho protokolu pro
lécbu détské AML — BFM 2012 bude snaha implementovat cilenou terapii do 1é¢ebnych
schémat. JelikoZ naSe vysledky jasné naznacuji specificitu efektu inhibitoru HDAC VPA
u AML1-ETO pozitivnich blastl, pfedpokladame, Ze pfidani VPA k 1é¢bé této podskupiny
déti s AML, by mohlo pfinést vyznamny benefit.
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Uloha polymorfnich marker @ DNA v identifikaci osob a ur €ovani vybranych
fenotypovych znak
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Abstrakt

V soucasné dobé probiha intenzivni vyzkum pouziti genetickych polymorfizm0 pro
analyzu degradovanych vzorkd, identifikaci a uréeni pfibuznosti. DalSim vyzkumnym
cilem je rozSifeni moznosti forenzni genetiky smérem k determinaci biogeografického
puvodu a s nim spojenych fenotypovych charakteristik, jako barva oci, vlasi a pleti.
Prvni Cast predkladané prace se zabyvala zpracovanim studie zaloZzené na vySetfeni
populagniho vzorku z Ceské republiky pomoci sady markerd Investigator DIP- plex
(QIAGEN, Némecko) obsahujici 30 autozomalnich inzeréné-dele¢nich polymorfizm.
Diskriminacni sila (Power of Discrimination - PD), ktera udava pravdépodobnost, Ze dvé
nadhodné vybrané osoby nebudou mit stejny genotyp, pro celou sadu dosahla hodnoty
99,9999999999 %. Tato Cast studie dospéla k vysledku, Ze uvedena sada markerua je
vhodna jako doplfikovy panel markerd pro forenzni identifikaci a ur€ovani pfibuznosti v
Ceské populaci.

Druhd cast predkladané prace predstavuje studii na stfedochorvatském popu-
laénim vzorku pomoci sady Mentype Argus X-8 (QIAGEN, Némecko) obsahujici 8
polymorfizm( kratkych tandemovych repetic na chromozému X (X-STR) rozdélenych do
4 vazebnych skupin. PD celé sady markerd bylo 99,9999 % u muzskych vzork( a
99,99999999 % u Zenskych. Tato sada markert muze byt pouZita ve stfedochorvatské
populaci jako dopliujici sada pro ur€eni pfibuznosti a identifikaci.

DalSi Cast prace byla vénovana populacni studii se sadou Decaplex X-STR
obsahujici 10 markerd X-STR, rovhomérné lokalizovanych podél chromozému X (kromé
paru DXS6809-DXS6789). PD celé sady dosahla 99,999 % u muzl a 99,9999999 % u
Zzen. Dle vysledku této studie Ize sadu Decaplex X-STR povazovat za robustni a
vhodnou pro pou?Ziti ve forenzni genetice a pfibuzenské analyze v Ceské republice.

Posledni ¢ast predkladané prace se tykala vybéru sady markerld pro urcovani
biogeografického puvodu a barvy o€i. Vysledkem populaéni studie a statistického
modelovani byl vybér 5 jednonukleotidovych polymorfizm(: rs16891982, rs1426654,
rs7495174, rs12913832, rs916977. Pfesnost predikce barvy oci této sady SNP dosahla
98,4%, biogeograficky puvod byl ur€en spravné ve 100 % pfipadu.

Informa €éni listy GSGM, 2014, 44: 38 - 52
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Uvod

Markery, které se pouZivaji ve forenzni genetice, jsou tyto: kratké tandemové
repetice (Short Tandem Repeats Polymorphisms - STR), jednonukleotidové poly-
morfizmy (Single Nucleotide Polymorphism - SNP) a inzeréné-delecni polymorfizmy
(Insertion-Deletion Polymorphism - INDEL). Polymorfizmy STR jsou v sou¢asné dobé
nejpouzivanéjSimi markery ve forenzni praxi. Zakladni repetitivni jednotka se sklada z 2
aZz 7 nukleotidd. Obvykla velikost analyzovanych fragmentll STR marker( je 100-400 bp
[1]. Alely takovychto marker se liSi poCtem repetic, a proto je Ize jednoduSe rozliSit
pomoci kapilarni elektroforézy. Pro zviditelnéni alel se pouzivaji flurescenéné znacené
primery, s nimiZ probiha amplifikace vybranych u’sektd DNA.

Velkou vyhodou markerd STR je moznost vytvofeni multiplexu”, neboli
amplifikace vice Useku DNA v jedné reakci. Bézné vstupni mnoZstvi DNA do reakce
PCR je kolem 0,5 - 1 ng. Markery STR lokalizované na chromozomu X (X-STR) byly
objeveny spolu s autozomalnimi markery, ale zacaly se rutinné pouzivat zhruba o deset
let pozdéji [2]. Velké mnozstvi markerd na chromozému X (ChrX) dovoluje pouzivat jak
vazané, tak i nezavislé markery. Rozdil spocivad ve vypoctu frekvenci haplotypl. U
nezavislych marker se frekvence haplotypu rovna soucinu frekvenci alel. Pfikladem
nezavislych markerl je sada Decaplex X-STR [3]. U vazanych markerd musi byt
frekvence haplotypu uréena z populaénich dat. Divodem je omezena moZznost
rekombinace mezi markery, které se nachazeji v tésné blizkosti. PouZiti vazanych
markera je velmi vhodné pfi testovani pfibuznosti, protoZze rekombinace mezi témito
markery je velmi vzacna, tim je zvySena informativita genetického vySetfeni. Pfikladem
vazanych markerd je sada Mentype ® Argus X-8 (QIAGEN, Némecko). Markery XSTR
mohou byt vyuZity jak pro identifikaci, tak i pro ur€ovani pfibuznosti. Markery X-STR
mohou byt velmi uZzite¢né, pokud je potifeba urcit pfitomnost Zenské DNA v muzském
vzorku. Prikladem takovéto situace muze byt vzorek Zenskych epitelidlnich bunék pod
nehty podezfelého [2]. Analyza X-STR muZe doplnit a v komplexnich pfipadech
uréovani prFibuznosti dokonce mnohonasobné zvysit informaéni hodnotu genetické
analyzy. Obecné lze fici, Ze X-STR mohou byt pouZity pro feSeni komplexnich pfipadu
ur€ovani pfibuznosti zahrnujicich minimalné jednu Zenu. Nebot’ dcera dostava od otce
jeho jediny ChrX, pouziti X-STR je velmi vhodné, obzvlast’ pokud neni k dispozici matka
dcery. X-STR jsou uzite¢né i pro deficientni pfipady, jako je ur€ovani paternity u Zeny,
pokud je misto jejiho Udajného otce k dispozici pouze DNA jeho matky. DalSim
pfipadem vyuZiti X-STR je urCovani Uplného sourozenectvi, kde neni pouZiti
autozomalni markery obecné nejsou vhodné. Dlvodem je skute€nost, Ze vysledky
analyzy podporuji hypotézu sourozenectvi oproti hypotéze nelplného sourozenectvi
nebo nepfibuznosti, pouze v pfipadé pfitomnosti stejného genotypu u obou osob. Tato
pravdépodobnost je u Uplnych sourozencu 25 % (pokud jsou oba rodi¢e nestejni
heterozygoti). Pokud maji dvé Zeny stejného otce, potom od né&j dostaly stejny ChrX, coz
Ize zjistit pomoci analyzy X-STR. X-STR lze rovnéz s vyhodou vyuzit pfi vySetfovani
incestnich vztahu.

Forenzné-geneticky vyzkum obrétil relativné nedavno svou pozornost k
polymorfizmim typu INDEL. INDEL jsou hojné pfitomny v lidském genomu a stejné jako
vétSina markerd SNP jsou bialelické, neboli maji dvé mozné alely. Tyto alely mohou byt
pojmenovany jako ,dlouhé”, které maji inzerci fragmentu, a jako ,kratké®, které
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zkoumany fragment nemaji. Velkou vyhodou markerd INDEL je mozZnost jejich detekce
pomoci kapilarni elektroforézy. Postup detekce je obdobny postupu vyuzivanému pro
markery STR: amplifikace s fluorescencné znaenymi primery a nasledné rozdéleni
amplifikovanych fragmentl na kapilarni elektroforéze dle jejich barevného oznaceni a
velikosti. Investigator DIPplex (QIAGEN, Némecko) predstavuje prvni a dosud jedinou
komer¢ni sadu INDEL. Bez ohledu na veSkeré vyhody pouZziti analyzy INDEL pro
identifikaci a urCovani pfibuznosti, nejsou tyto markery zatim vyuzivany ve forenznich
laboratofich. Jednim z duvodu muaze byt existence rozsahlych databazi genetickych
profild vytvofenych pomoci analyzy polymorfizmua STR. ProtoZe je vSak tato problema-
tika v souCasné dobé ve forenzni genetice intenzivné zkoumana, zavedeni markert typu
INDEL pro rutinni pouziti je jenom otazkou ¢asu.

Ve forenzni genetice je relativné rozSifena analyza SNP, ovSem pouze u mtDNA.
Prvni z vyhod pouziti SNP je mala velikost amplikonu, kterd nepfevysuje 100 bp, coz lze
vyuzit pfi analyze degradovanych vzork(. DalSi vyhodou je moZnost plné
automatizované analyzy nevyzZadujici urCovani velikosti fragmentt diky bialelické
povaze vétSiny SNP.

Pomoci SNP Ize nejen provést forenzni identifikaci a pfibuzenskou analyzu, ale
také urcit biogeograficky puvod a fenotypické charakteristiky (barva oci, vlast a pleti).
Vyzkum autozomalnich markertt SNP pro ur€ovani biogeografického pavodu (Ancestry
Informative Markers - AIM) zkouma alely, které dostala osoba od obou rodi¢l, na rozdil
od markeru lokalizovanych na chromozému Y nebo mtDNA. Markery AIM jsou
distribuovany po celém svété a maji ruznou frekvenci v rdznych populacich. | kdyz
mohou AIM nepfimo poskytnout informaci o fenotypovych znacich, tato informace je
vazana na biogeograficky puvod. Jelikoz je v béloSské populaci velka variabilita
fenotypovych znakd, jako jsou barva oc€i vlasu a pleti, je vhodné doplnit analyzu pouZzitim
fenotypovych SNP. Tyto SNP by mohly pomoci predikovat fenotypové znaky pachatele,
jako jsou barva oc¢i, vlasu a pleti. Fenotypové SNP mohou byt také uZziteCné pro
rekonstrukci vzhledu nezndmé osoby na zakladé DNA z kosternich pozustatkd. SNP,
které se pouZivaji pro ur€ovani fenotypovych znaku, se nejCastéji nachazeji v genech
zUcastnujicich se procesu pigmentace.

Pigmentace oci vlasl a pleti je pfedevSim ur€ena mnoZstvim, typem a lokalizaci
melaninu, ktery se vytvari pomoci melanogeneze. V tomto procesu jsou vytvareny vacky
obsahujici melanin, neboli melanozomy. Dle prubéhu melanogeneze se melanozomy
rozdéluji do dvou typua: feomelanozomy, které produkuji svétly (Zluty/Cerveny)
feomelanin a u kterych se proces zrani zastavi na prvnim stupni, a eumelanozomy,
které prochéazeji uplnym procesem zrani a produkuji tmavsi (hnédy/Cerny) eumelanin.
Proces melanogeneze zacinad produkci hormon( aktivujicich MCR1 (Melanocortin-
Receptor 1), které jsou stimulovany UV. MCR1 nasledné zvySuje v bunce Uroven
cyklického adenosinmonofosfatu (Cyclic Adenosine Monophosphate - cAMP), coz
aktivuje transkripéni faktory, které stimuluji expresi proteind zucastrujicich se zrani
melanozomu [4]. Protein tyrozindza (Tyrosinase - TYR) se zUCasthiuje procesu
melanogeneze obou typl melanozomu, zatimco proteiny TYRP1 (Tyrosine-Related
Protein 1) a DCT (Dopachrome Tautomerase) jsou pfitomny vyhradné v
eumelanozomech. Rozhodnuti o tom, ktery druh melaninu bude produkovan, zavisi
hlavné na hladiné aktivity enzymu TYR. Pokud ma tento enzym bazalni aktivitu, potom
jsou produkovany jen feomelanozomy, v opaéném pfipadé jsou produkovany
eumelanozomy. Aktivita TYR zavisi na udrovni pH, ktera je regulovana cAMP, a
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samoziejmé na aktivanich a inaktivacnich mutacich samotné TYR [4]. DalSi skupinou
proteint zG&astrujicich se melanogeneze jsou membranové transportéry, které zajist'uji
transport iontd a malych molekul (jako napf. tyrozinu) a regulaci pH, ¢imz také pfispivaji
k regulaci tvorby melaninu. Jedna se napfiklad o protein P, coZ je transmembranovy
protein transportujici malé molekuly, kddovany genem pro okulokutanni albinizmus Il
(OCA2). lontové kandly, jako napfiklad TPCN2 (Two-Pore Segment Channel 2),
SLC24A4 (Solute Carrier Family 24 Member 4) a SLC24A5 (Solute Carrier Family 24
Member 5), reguluji koncentraci vapniku v melanozomech [5]. Jiny transportér SLC45A2
(Solute Carrier Family 45 Member 2) hraje pravdépodobné roli v transportu enzymi
béhem maturace melanozomu [6]. Protein KITLG (Kit Ligand Protein) aktivuje receptor
KITRT (Kit Receptor Tyrosine Kinase), a tim stimuluje proliferaci a migraci melanocyta.
Na zakladé nékolika asociacnich studii bylo zjisténo, Zze gen IRF4 (Interferon Regulatory
Factor 4), lokalizovany na 6p25.3, je spojen s pigmentaénimi znaky, ovSem funkce
tohoto genu zatim neni jasnd [7]. NejrozsahlejSi studie zabyvajici se urCovanim
fenotypovych znaku - konkrétné barvy o€i - vyvinula sadu lIrisplex [8]. Tato sada
obsahuje 6 SNP markeru ze 6 riznych gent (HERC2, OCA2, SLC24A4, SLC45A2,
TYR, IRF4). Sada markeri navrzena skupinou Ruiz et al. [9] je modifikaci Irisplexu
obohaceného o jeden marker - rs1129038, ktery je ve vazbé s rs12913832. DalSi sadou
je 7-plex [10] zamé&feny na celosvétovou populaci a obsahujici mimo jinémarkery SNP
specifické pro africkou (rs6119471) a asijskou populaci (rs1545397, rs885479). Dalsi
prace byly zaloZzeny na analyze jednotlivych populaci: polské [11] a slovinskeé [12]. Vybér
kterych byl provadén vyzkum. Proto je velmi vhodné provést vyzkum na populaci, pro
niz se planuje zavedeni ur¢ovani fenotypickych znaka. Na zakladé takovéhoto vyzkumu
je pak mozné vybrat soubor nejinformativnéjSich markerd, a tim zvySit miru predikce u
doty¢né populace.

Hypotézy a cile

PfedloZena prace méla nasledujici cile a hypotézy:
- provést populacni studii pomoci sady markerd Investigator DIPplex obsahujici
inzerénédelecni polymorfizmy na populaci Ceské republiky

- vyhodnotit zjisténé populaéni charakteristiky sady markerd Investigator DIPplex na
Ceské populaci a porovnat je s ostatnimi populacemi

- OVefit hypotézu, ze sada markerl Investigator DIPplex je vhodna pro forenzni
identifikaci a ur€ovani pfibuznosti v Ceské republice

-v yhodnotit zjiSténé populacni charakteristiky sady X-chromozoméalnich marker(
Mentype ® Argus X-8 na stfedo-chorvatské populaci a porovnat je s ostatnimi populacemi

- ovéfit hypotézu, Ze sada markeri Mentype ® Argus X-8 je vhodna pro forenzni
identifikaci a ur€ovani pfibuznosti ve stfednim Chorvatsku

- vyhodnotit zjiSténé populacni charakteristiky sady X-chromozoméalnich marker(
Decaplex X-STR na stfedochorvatské populaci a porovnat je s ostatnimi populacemi
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- oVeéfit hypotézu, ze sada markeru Decaplex X-STR je vhodna pro forenzni identifikaci a
ur€ovani pfibuznosti v Ceské republice

- vytvorit soubor osob, u kterych bude dostupna informace o barvé oci a pivodu

- otestovat tento soubor osob pomoci markert ve vybranych genech, které se Gcastni
procesu pigmentace

-vybrat nejlepsi model obsahujici sadu markerd SNP, ktery mize byt pouZit pro predikci
barvy oCi v Ceskeé republice

-validovat vybrany model a ur€it jeho miru predikce

- ovéfit hypotézu, Ze pouziti kombinace markerti SNP souvisejicich s barvou o¢imarker(
SNP biogeografického puvodu zlepsi predikci barvy o¢i u neznamych vzorka.

Material a metody

Soubor vzorku

Pro analyzu inzeréné-dele¢ni sady marker( Investigator DIPplex (QIAGEN,
Némecko) byl pouzit soubor vzork DNA od 55 nepfibuznych jedinct ¢eské populace.
Pro stanoveni forenznich parametrli, které jsou dulezité pro urCovani paternity, bylo
vybrano 11 trii (matka - dité - otec) s paternitou, kterd byla prokdzana pomoci STR
markera. Pro studii sady X-STR markert Mentype ® Argus X-8 (QIAGEN, Némecko) byly
pouzity vzorky od 178 nepfibuznych osob (78 muzi a 99 Zen) z oblasti stfedniho
Chorvatska. Pro populaéni studii sady X-STR marker Decaplex byly pouzity vzorky 431
nepribuznych osob z Eeské populace, z toho 234 muzd a 197 Zen.

Studie fenotypovych SNP obsahovala dvé mnoZiny dat: trénovaci (N=131) a
testovaci (N=128). Vzorky pro trénovaci sadu byly ziskany od dobrovolnikd z Ceské
republiky (N=100) a z Kazachstanu (N=31). Testovaci sada obsahovala bélosska a
asijska data. Bélosské vzorky (N= 47) byly ziskany z Kriminalistického Ustavu Praha,
asijska data (N=81) byla ziskana z projektu HapMap [13].

Zkoumané markery

Sada Investigator DIPplex obsahuje 30 markerd INDEL umisténych na 19
autozémech, vzdalenost mezi jednotlivymi INDEL je minimalné 10 Mbp. Soucasti této
sady jsou nasledujici markery: rs1610905, rs17878444, rs2307656, rs2307959,
rs28369942, rs2308292, rs1610937, rs1610935, rs1305056, rs2307652, rs1611048,
rs17879936, rs2308072, rs3081400, rs8190570, rs17174476, rs2307570, rs17238892,
rs2308163, rs2307433, rs1305047, rs2307581, rs16438, rs8178524, rs6481, rs16388,
rs2307924, rs1611001, rs2067235 a rs16363.

Sada markertd Mentype ® Argus X-8 se sklada ze Ctyf vazebnych skupin, kazda z
nich obsahuje dvojice vazanych markerl: DXS10135 a DXS8378, DXS7132 a
DXS10074, HPRTB a DXS10101, DXS10134 a DXS7423.Na rozdil od pfedchozi sady
markera, Decaplex X-STR obsahuje STR markery, které jsou rovhomérné rozmistény
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po celé délce chromozému X: DXS8378, DXS9902, DXS7132, DXS9898, DXS6809,
DXS6789, DXS7133, GATA172D05, GATA31E08 a DXS7423.

Studie fenotypovych SNP zkoumala geny, jejichz polymorfizmy koreluji s
biogeografickym plavodem anebo s barvou o¢i: OCA2 (rs1800407, rs7495174,
rs4778138, rs1545397, rs4778241), HERC2 (rs1667394, rs12913832, rs916977), MC1R
(rs258322, rs1805007, rs885479), ASIP (rs4911414, rs1015362, rs6119471), SLC45A2
(rs16891982), IRF4 (rs12203592), TPCN2 (rs35264875), TYR (rs1393350), KITLG
(rs12821256), DCT (rs2031526), SLC24A4 (rs12896399) a SLC24A5 (rs1426654).

Amplifikace DNA a urovani genotyp

DNA byla izolovana z bukalnich stérd pomoci sady Blood Mini Kit (QIAGEN,
Némecko) dle pokynu vyrobce. Po izolaci byla DNA kvantifikovana na pfistroji
Nanophotometer (Implen, USA). Pro amplifikaci fragmentd DNA s pouZzitim znacenych
primert marker( sady Investigator DIPplex bylo pouzito vstupni mnozstvi 0,5 ng DNA.
PCR reakce byla provedena v souladu s pokyny vyrobce. Po ukoneni amplifikace byla
provedena fragmentacni analyza na kapilarni elektroforéze a nasledné urcovani geno-
typu.

Genotypy ve studii fenotypovych SNP byly ur€eny pomoci metody alelické
diskriminace s pouZitim fluorescenéné znagenych sond TagMan ® MGB™na pFistroji
7900 HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Pro analyzu byly pouzity
2 pl nefedéného roztoku DNA o koncentraci pfiblizné 15-20 ng/ul. Amplifikace a analyza
byly provedeny dle pokynu vyrobce zvlast’ pro kazdy SNP marker.

Statisticka analyza

U sady markera Investigator DIPplex INDEL byla Hardy-Weinbergova rovnovaha
(Hardy-Wenberg equilibrium - HWE) testovana pomoci pomoci x° testu. Vazebna
nerovnovaha (Linkage Disequilibrium - LD) byla testovana u sady markeru Investigator
DIPplex pomoci programu SNPanalyzer v1.2 (Istech, Jizni Korea). Béhem testovani
HWE i jinych statistickych testd na hodnotu hladiny vyznamnosti byla aplikovana
Bonferroniho korekce. Duvod korekce spociva v tom, Ze pokud testujeme vice markeru
najednou, existuje pravdépodobnost, Ze jeden test bude mit ndhodné signifikantni
vysledek. Pfi aplikaci Bonferroniho korekce se hodnota vyznamnosti vydéli poétem
provedenych testovani. Pokud bylo napfiklad provedeno testovani HWE u 30 INDEL
markera ze sady Investigator DIPplex, hodnota vyznamnosti po Bonferroniho korekci je
0,0017. Byly uréeny nékteré forenzni parametry dovolujici posoudit uZite€nost
zkoumaného markeru: pravdépodobnost shody (Probability of a match - PM) [14],
diskriminacni sila (Power of Discrimination - PD). DalSi parametry jsou dulezité pro
uréovani pribuznosti, napfiklad primérny paternitni index (Average Paternity Index -
API) [15]. U INDEL markert byl vypocitdn pocet "powereffective”, neboli G€innych
markerd. PocCet uc€innych markerl se rovna dvojnasobku zkoumanych marker(
vynasobenych primérnou genovou diverzitou [16]. Srovnani frekvenci INDEL
obsaZenych v sadé Investigator DIPplex bylo provedeno ruén& pomoci x° testu.
Srovnani frekvenci INDEL obsazenych v sadé Investigator DIPplex bylo provedeno
pomoci x° testu.

U vzorkl analyzovanych pomoci sady Mentype ® Argus X-8 bylo testovani Hardy-
Weinbergovy rovnovahy spole¢né s odhadem genové diverzity a také testovani LD
provedeno pomoci programu Arlequin v3.5 [17]. Byly uréeny nésledujici forenzni para-
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metry: informacni obsah polymorfizmu (Polymorphism Informational Content - PIC) [18],
PM [14], PD (vypoctena pro muze a Zeny [19]), prumérna pravdépodobnost vylouceni
(Mean Exclusion Chance - MEC). VypoCet MEC zavisi na tom, které osoby byly
testovany. MEC pro trio urCuje pravdépodobnost vylou€eni v pfipadé standardniho tria:
matka - dité (v pfipadé urCovani otcovstvi pomoci XSTR se jedna vzdy o dceru) -
nafeny otec [19]. MEC pro deficientni pfipady se pouZziva tehdy, pokud je v pfipadé
standardniho tria misto naf€eného otce jeho matka [20].

MEC pro dvojici (dcera - otec) je pouzivana v pfipadech, kdy matka neni
testovana [19]. Ve studii sady X-STR Mentype ® Argus X-8 byly pro srovnani mezi
populacemi pouzity bud’ frekvence haplotypu nebo alelické frekvence pomoci programu
Arlequin v3.5 [17].

U sady Decaplex byl pro testovani LD a HWE pouzit program Arlequin v3.5 [17].
Test LD proveden zvlasSt' pro muzské a Zenskeé vzorky. Také byly vypocteny parametry
PD, PM, PIC, MEC v pfipadé dua, tria. Hodnota PD byla vypoctena pro muze a zeny
[19]. Ve studii sady markerl X-STR Decaplex bylo mezipopulaéni srovnani provedeno
pomoci porovnani hodnot mezipopulaéniho koeficientu inbreedingu Fst pro kazdy
marker pomoci programu Arlequin v3.5 [17].

U vzorkd analyzovanych pomoci fenotypovych SNP markerd byly zjiSt'ovany
odchylky od HWE pomoci programu PLINK v1.07 [21]. U fenotypovych SNP markeru byl
pro testovani LD pouzit program Arlequin v3.5 [17].

Ve studii zabyvajici se vyzkumem fenotypovych SNP byla pouzita metoda
rekonstrukce haplotypl v oblasti HERC2-OCA2. K ur€eni haplotypu byl pouZzit algo-
ritmus Excoffier-Laval-Balding (ELB) [22] v programu Arlequin v3.5 [17]. Pro
rekonstrukci haplotypu byl trénovaci soubor rozdélen do dvou skupin dle puvodu. U
kazdého souboru byla zvlast’ provedena rekonstrukce haplotypu. Po provedeni této
analyzy byla data opét spojena a rozdélena dle barvy oci: svétla vs. tmava.

Asociacni test byl proveden u studie fenotypovych SNP marker(. Byla provedena
tfi porovnani. Nejprve byla zkouména asociace vybranych SNP s barvou o€i u celého
trénovaciho vzorku. Poté byla asociace SNP s barvou o€i testovana jenom u béloSskych
vzorkl. Posledni asocia¢ni test zkoumal korelaci vybranych SNP s biogeografickym
puvodem a byl proveden na celém trénovacim vzorku. Asociacni testy byly provedeny v
programu PLINK v1.07 [21].

Multifaktorovd dimenzionalni redukéni analyza (Multifactor dimensionality
reduction - MDR) byla pouZzita ve studii fenotypovych SNP na vzorky rozdélené dle
barvy o€i (svétla versus tmava barva oci) anebo dle puvodu (béloch versus asiat) v
programu MDR (http://www.epistasis.org). Pfed provedenim MDR byla data filtrovana
pomoci filtru ReliefF programu MDR (http://www.epistasis.org). P&t nejinformativnéjSich
SNP bylo vybrano pro analyzu MDR. MDR testovalo modely obsahujici od 1-4 SNP. Na
zékladé této analyzy byl vybran nejlepSi model pro uréovani barvy oci a
biogeografického plavodu. Oba modely byly nasledné testovany permutacnim testem
pomoci programu MDRpt package (www.epistasis.org). Pro praktickou implementaci
ziskanych modeld byla navrzena Bayesovska sit. Bayesovské sité (BS) pro studii
fenotypovych SNP byly vytvofeny v programu Hugin Lite v7.6 (Hugin Expert A/S,
Aalborg, Dansko). BS byla vytvofena po vybéru nejlepSiho modelu pro uréovani barvy
oCi a biogeografického plvodld a byla sloZzena z nasledujicich uzld: barva o€i,
biogeograficky plvod a markery SNP, které byly vybrany v ramci analyzy MDR.
Validacni studie byla provedena na 128 vzorcich: 47 Cech(, 39 Japoncu Zzijicich v Tokiu
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a 42 Han CinanG Zijicich v Pekingu. Pro validaci vytvofrenych modelG byla pouZita
vytvofena BS. Pro ur€eni fenotypu byla stanovena hranice vysledné pravdépodobnosti
0,7. Po provedeni ureni fenotypu a biogeografického pavodu byly stanoveny
parametry, které hodnoti robustnost BS: senzitivita a specificita. Postup statistické ana-
lyzy je schematicky zndzornén na Obréazku 3.1.

Vysledky a diskuse

Investigator DIPplex

Bylo zjiSténo, Ze sada DIPplex je velmi citliva a vyZaduje malé vstupni mnozstvi
DNA (500 pg). Naopak, vysSi vstupni mnozstvi DNA zpusobuje vytaZzené a abnormalné
tvarované piky, coZ bylo doloZeno také studiemi dalSich védeckych skupin [23]. Zadny
ze 30 markerd INDEL obsaZenych v sadé DIPplex nevykazoval odchylky od Hardy-
Weinbergovy rovnovahy. Vazebna rovnovaha zkoumanych markerd svédCi o jejich
nezavislosti. Toto zjiSténi umoznuje pouzit takzvané ,produktové pravidlo®, dle kterého
se prUnik pravdépodobnosti nezavislych jevd (v tomto pfipadé to jsou genotypy v
jednotlivych lokusech) rovna soucinu pravdépodobnosti téchto jevd. Pramérna
heterozygozita zkoumanych marker( v ¢eské populaci byla 0,46, tedy relativné vysoka,
coZ je velmi Zadouci pro identifikaCni markery. TéméF 50% pramérna heterozygozita
svédci o tom, Ze jsou zkoumané lokusy v €eské populaci vysoce polymorfni.

Diskriminacni sila byla pro ¢eskou populaci stanovena v rozsahu od 0,554 do
0,656. PD pro celou sadu markerd byla u Ceské populace 99,9999999999 %.
Pravdépodobnost nahodné shody byla u &eské populace 1 z 6,8 x 10, coZ je nizsi
hodnota, nez u rutinné pouzivanych sad STR markerd, ovSem tato hodnota je
srovnatelna s ostatnimi studiemi sad markertd INDEL. Primérny paternitni index v
kazdém ze zkoumanych marker( pfesahoval 1, coZz naznaluje relativni uZite€nost pro
testovani paternity. Kombinovany paternitni index pro vSech 30 markeru byl pfiblizné 27
000, takze vysledna pravdépodobnost otcovstvi byla 99,99 % za predpokladu 50 %
vychozi pravdépodobnosti. | kdyz Pl pro sadu DIPplex nedosahuje hodnot Pl pro STR
lokusy, je stale dostacujici pro uznani otcovstvi prakticky prokdazanym. Sada DIPplex
muze tedy slouzit jako doplfiujici sada marker( ke stavajicim hojné vyuzZivanym sadam
markert STR.

Zadné statisticky vyznamné rozdily nebyly nalezeny mezi éeskou a némeckou
populaci. Tyto vysledky jsou podporovany skutecnosti, Zze némecka populace byla
u nichz byly nalezeny statisticky vyznamné odchylky, svéd¢i o robustnosti zkoumané
sady markeru.

Mentype R Argus X-8

VSechny zkoumané markery ze sady Argus X-8 byly v HWE. | pfesto, Ze
markery jsou ve vazebnych skupinidch blizko u sebe, nebyl nalezen Zadny pér
markerQ, jejichz vyskyt ve studovanych vzorcich by vykazoval vazebnou
nerovnovahu. Vysvétleni téchto vysledkl mize byt nékolik: maly pocet zkoumanych
vzorka, anebo vysoka mutaéni rychlost zkoumanych markerd STR [24].
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Schéma statistické analyzy dat pro predikci biogeografického pdvodu a barvy oci

Zkoumané markery se ukazaly jako vysoce polymorfni ve stfedo-chorvatské
populaci. NejvétSi pocCet alel mél marker DXS10135 - 25, ktery dosahl nejvyssi
hodnoty informa¢niho obsahu (PIC=0,9306) a diskriminacni sily jak u Zen
(PDg=0,9918), tak i u muzi (PDu=0,9345). Byl to také marker s nejvysSi pozorovanou
heterozygozitou (0,9596) a nejvétSim poctem alel.

Hodnoty primérné sily vylou€eni pro ruzné pfipady dovoluji znazornit, jak je
zkoumany marker uzite€ny pro uréovani pribuznosti. Primérna sila vylouceni je v
deficientnim pfipadu, kdy je ve vySetfovaném triu misto naf€eného otce jeho matka,
urovana hodnotou MEC. Nejvyssi hodnota tohoto parametru byla u markeru
DXS10135 - 86,7 %. V pfipadé urCovani sily vylouceni otcovstvi je u dua nebo
standardniho tria k dipozici vice informaci, a proto jsou tyto hodnoty vysSi, nez vySe
zminéna sila vylou€eni, coz je podloZzeno vysledky této studie. Napfiklad pro marker
DXS10135 je hodnota sily vylouceni v deficientnim pfipadé 86,7 %, v pfipadé dua
87,4% a v pfipadé standardniho tria 93 %. Pokud se jedna o pfipad s potem meioz
vétSim nez jedna, jako napfiklad pfi uréovani Uplného a neuplného sourozenectvi, je
velmi vhodné pouZzit pro vypoCet pfibuznosti misto jednotlivych lokust haplotypy.
Pouzivani haplotypové analyzy na X-chromozému by mohlo pomoci nejen v urCovani
pfibuznosti, ale také pro ureni biogeografického puvodu. Proto bylo provedeno
srovnani haplotypovych frekvenci, které odhalilo statisticky vyznamné rozdily nejen
mezi populacemi stfedniho Chorvatska, Japonska a Ghany, ale také mezi
stfedochorvatskou a némeckou populaci, které jsou si mnohem bliZz8i. Bylo take
provedeno porovnani genetické vzdalenosti populaci pomoci alelickych frekvenci.
Byly vybrany dvé blizké populace - polska, u které byly znamy alelické frekvence pro
vSech 8 markeru, a bosenska, ktera je velmi blizka chorvatské populaci a u které byly
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znamy frekvence 4 markerl. Porovnani genetickych vzdalenosti neodhalilo Zadnou
statisticky vyznamnou odchylku.

Decaplex X-STR

VSechny zkoumané markery ze sady Decaplex X-STR byly v HWE. Testovani
vazebné nerovnovahy mélo u této sady markert v ¢eské populaci rozdilné vysledky u
muzskych a Zenskych vzorkd. Zatimco u muzskych vzorkd po testovani vSech para
lokusu nebyla zjisténa vazebna nerovnovaha ani u jednoho paru, u Zenskych vzorku
byla zjisSténa vazebna nerovnovaha mezi markery DXS6809 a DXS6789. VSechny
markery ze sady Decaplex maji vzajemnou vzdalenost vétsi nez 5 Mb [3], kromé jiz
zminénych DXS6809 a DXS6789, u kterych byla pozorovana vazebna nerovnovaha.
Vzdalenost mezi touto dvojici markeru je kolem 500 Kb. Na druhou stranu jsou
vysledky vazebné nerovnovahy markerld na chromozomu X u muzskych vzorku
spolehlivéjsi, nez vysledky vazebné nerovnovahy u Zenskych vzorkd. U muzskych
vzorkd jsou haplotypy markerd na chromozému X znamé, protoZze muZi maji pouze
jeden chromozém X, u Zenskych vzorku je potfeba nejprve proveést rekonstrukci
haplotypu, kterd ma urcitou miru presnosti. Pokud se jedna o pfibuzenskou analyzu,
je dle doporuceni mezinarodni spole¢nosti pro forenzni genetiku potfeba pocitat s
frekvenci haplotypd pro markery DXS6809 a DXS6789 [3]. Pokud se jedna o
identifikaci, mohou byt frekvence haplotypt odhadnuty pomoci frekvenci jednotlivych
alel [3].

Nejvice alel meély markery DXS6809 a DXS6789 (12 alel). DXS6789 byl
nejinformativn&jSim markerem, jehoz diskriminacni sila byla pro muze 82 % a pro
Zzeny 95 %.

Porovnani genetické vzdalenosti pomoci alelickych frekvenci mezi Ceskou,
ugandskou, severovychodni Spanélskou, némeckou a polskou populaci odpovidalo
geografickému rozloZeni populaci. Ceska populace se nejvice liSila od populace
Ugandy, severovychodniho Spanélska a populace némecké. Porovnani s polskou
populaci nezjistilo zadné statisticky vyznamné odchylky.

Mentype ® Argus X-8 a Decaplex X-STR predstavuji dvé mozné varianty navrzeni
sady X-chromozomalnich markerd. Obé& moznosti maji své vyhody a nevyhody. Pouziti
vazebnych skupin marker je méné informativni v pfipadé identifikace osob, oviem je
velmi vhodné pro urCovani pfibuznosti, obzvlast' u komplexnich nebo deficientnich
pfipadd. Sada Decaplex X-STR obsahujici nezavislé markery je lepSi pro ucely
identifikace. Pokud se pouZije pro uréovani pfibuznosti, nenastava problém nulovych
frekvenci, ktery se €asto objevuje u haplotypové analyzy.

Fenotypové SNP

Provedena studie prokazala, Ze marker rs12913832 je velmi silné asociovan s
barvou oci, ale mize byt také pouzit jako marker biogeografického puvodu. Lze Fici, Ze
oblasti vyskytu odvozené alely G v tomto markeru se shoduji s oblastmi vyskytu modré
barvy oc€i. Vysledky asocia¢ni studie u souhrnnych vzorki se shodovaly ve tfech
markerech, ale mély navic dalSi 4 statisticky vyznamné markery, které asociovaly s
barvou oci: rs1426654, rs16891982, rs4778241 a rs885479. Tato studie také potvrdila
zjisténi predeslych studii [25], Zze SNP rs1426654 a rs16891982 jsou vhodné markery
pro ur€ovani biogeografického puvodu. Zajimavé je, Ze oba vySe uvedené markery takeé

47



asociovaly s barvou oc€i, konkrétné pfitomnost alely G u rs1426654 a alely C u
rs16891982 s tmavou barvou o€i. NaSe domnénka je takova, Ze se silnd asociace s
nebéloSskym biogeografickym plvodem promita i do asociace s tmavou barvou o¢i.
Predesla studie védecké skupiny Rana zjistila, Ze polymorfizmus rs885479 v genu
MC1R téméF neni pfitomen u bélochu, ale je naopak Casty u asiatld [26]. Obdobné
frekvence genotypl byly pozorovany pro marker rs1545397, ktery je asijskou
specifickou mutaci v genu OCA2 [27].

Pouziti analyzy MDR odhalilo polymorfizmy, které by mohly optimalizovat
predikci barvy o€i, ovSem nemély by statisticky vyznamnou asociaci s barvou oci
béhem asociacniho testu provedeného u jednotlivych marker. Nejinformativné;jsi
marker pro uréovani barvy oc¢i a biogeografického puvodu byl marker rs12913832.
Nejlepsi model pro souhrnné vzorky obsahoval 2 SNP: rs12913832 a rs916977.
Nejlepsi model pro béloSské vzorky obsahoval navic jeden marker: rs7495174. Mira
predikce byla v této studii pro urovani svétlé vs. tmavé barvy u souhrnnych vzorkd
0,8566, u béloSskych vzorkd 0,8369. NejvétSi mira predikce (0,9255) byla zjiSténa u
modelu urCovani biogeografického plvodu, ktery obsahoval markery rs1426654 a
rs16891982.

Z 8 moznych haplotypl pro markery rs7495174, rs12913832 a rs916977 bylo
jak u tmavookych osob, tak u svétlookych osob pozorovano 6 haplotypl. Svétlooké
osoby byly z hlediska haplotypu relativné homogenni. Frekvence majoritniho haplo-
typu (AGG) byla v této skupiné 84% a frekvence ostatnich haplotypl byla pod 10%.

Haplotypy tmavookych osob zdaleka nebyly tak homogenni. Tato skupina
vykazovala 4 majoritni haplotypy: AGG (34 %), AAA (27 %), AAG (16 %) a GAG (12
%). Sveétlooci jedinci méli v 81 % diplotyp AGG/AGG, zatimco tmavooci jedinci méli
drive formulovanou hypotézu o tom, Ze modra barva o€i je nejCastéji dédéna jako
recesivni znak.

Vyhodou analyzy MDR je tvorba tfidiciho algoritmu, ktery pfisuzuje urcitému
multilokusovému genotypu fenotyp. OvSem tato metoda opomiji kvantifikaci nejistoty,
ktera je nezbytna pro interpretaci vysledkl ve forenzni genetice, napfiklad pfi uréovani
fenotypu neznamého vzorku. Proto byly nasledné vytvorfeny dvé Bayesovské sité: s
pouzitim markerd biogeografického pavodu (Model 1: rs7495174, rs12913832,
rs916977, rs1426654 a rs16891982) a bez nich (Model 2: rs7495174, rs12913832,
rs916977). Na Obrazku 4.1 je znazornén Model 1. Spojeni modell pro ur€ovani barvy
ocCi a biogeografického pavodu zlepsilo vysledky analyzy obzvlast u asijskych vzorkd,
protoZe klesl pocet vzorka, u nichZ nebylo mozné ur€it barvu oci (z 13,3 % na 1,6 %).
Senzitivita urCovani svétlé barvy oci dosahla pomoci Modelu 1 hodnoty 0,96,
specificita pro ur¢ovani svétlé barvy oci se dostala na hodnotu 0,98.
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Model Bayesovské sité obsahujici jak markery spojené s barvou oci, tak i s biogeografickym
puvodem.

Zaver

Studie zkoumajici sadu marker DIPplex obsahujici 30 inzeréné-delecnich
polymorfizm(, které byly umistény ve vzdalenosti nejméné 10 Mb od vSech komeréné
dostupnych markerd STR. Po optimalizaci pufru miZe byt tato sada pouZita pro
analyzu inhibovanych vzorkd. Mezi zkoumanymi markery nebyla nalezena statisticky
vyznamna nerovnovaha, proto mohou byt tyto markery povazovany za nezavislé. Tyto
nové markery mohou byt s vyhodou analyzovany pomoci metod a pfistroju, které jsou
béZné dostupné ve forenzni laboratofi. Diky relativné nizké mutacni rychlosti jsou tyto
markery velmi vhodné pro pfibuzenskou analyzu, obzvlast' pokud je podezieni na
vyskyt mutace. Zjisténé hodnoty paternitniho indexu ukazuji, Ze sada DIPplex vede k
nékolikanasobnému zvyseni paternitniho indexu vytvofeného pomoci analyzy markerud
STR. Sada DIPplex mize byt vyuZita jak pfi forenzni indentifikaci, tak i pfi testovani
pfibuznosti. Tato studie prokazala, Zze sada DIPplex je robustni a Ze je jeji pouZziti jako
dopliikové sady marker(i vhodné v Ceské republice.

Studie zaméfena na sadu obsahujici 8 vazanych markerd X-STR Argus X-8
prokazala vhodnost pouziti této sady pro forenzni UcCely ve stfedochorvatské populaci.
Tyto markery se nachazeji ve 4 vazebnych skupinach a jsou tedy velmi uzite€né pro
pfibuzenskou analyzu, i kdyz maze v nékterych pfipadech nastat problém nulovych
frekvenci zkoumanych haplotypu. Proto jsou tyto markery velmi vhodné pro analyzu

49



pfibuznosti kosternich vzorkud, kde muZze jejich pouZziti byt vice informativni nez pouZziti
autozomalnich markerd STR.

Studie zabyvajici se sadou Decaplex X-STR predstavuje navrh sady markeru,
ktery je odliSny od pfedchozi sady Argus X-8. U vS8ech péari markerd, vyjma paru
DXS6809 a DXS6789, mezi kterymi je vzdalenost 500 Kb, nebyla zjisténa vazebna
nerovnovaha. Proto si tyto markery zachovavaji vlastnosti spojené s jejich lokalizaci na
gonozému X, ale jejich vazebna nezavislost snizuje pocetni narocnost v pfipadé
vypoctu pfibuznosti. Vypocet pramérné sily vylou€eni poukazal na to, Ze je tato sada
velmi vhodna pro komplexni a deficientni pfipady urCovani otcovstvi a sourozenectvi.
ProtoZe se vysledky forenznich parametrd markeri obsazenych v této sadé shodovaly
s jinymi studiemi, Ize tuto sadu povazovat za robustni a za vhodnou pro pouZiti ve
forenzni genetice a pribuzenské analyze v Ceské republice.

Hlavnim cilem studie fenotypovych markerl SNP byla selekce nejlepSiho
modelu pro predikci barvy o¢i a s ni spojeného plvodu pro podminky Ceské republiky.
Toto™ je nova oblast forenzni genetiky, mize pomoci z0zit okruh moznych podezfelych
osob ¢&i nepfimo podpofit vypovéd' ocitého svédka. Rekonstrukce haplotypu
zkoumanych osob podpofila hypotézu, Ze barva oCi se dédi jako recesivni znak.
Porovnani vysledkd studie s vysledky ostatnich studii naznacilo, Ze existuji markery,
které maji velkou informativitu bez ohledu na populaci, ve které jsou zkoumany
(napfiklad rs12913832). Existuji take markery, které maji velkou informativitu ohledné
predikce barvy oci, ale jenom v urcitych populacich. Pomoci analyzy MDR bylo
vybrano nékolik markerd, které nejlépe predikuji barvu o&i nebo plvod. Z téchto
vysledkd byly nasledné vytvofeny 2 modely Bayesovskych siti, které byly nasledné
validovany pomoci dalSiho soubord vzork(. Kombinace analyzy MDR a Bayesovskych
siti se ukazala jako elegantni feSeni, které dovoluje zahrnout nejistotu do vypoctu
predikce barvy o€i a plvodu. Spojeni fenotypovych markerd a markerd biogeogra-
fického puvodu vedlo k vy38Si mife predikce a nizSimu poctu analyz, u nichZ nebylo
mozné udélat zavér. Doufame, Ze poznatky zjisténé pomoci této studie podpofi zave-
deni metody molekularni fenotypizace v oblasti forenzni genetiky v Ceské republice.
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Anastassiya Zidkova
Perli €ky ze Skolnich lavic

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

»Oplozenim pfi vysSi teploté vznika kluk.”

*k%k

,U dvoudomych rostlin jsou muzské pohlavni organy na stromeé.”

*k%k

(Otazka Potravni fetézce): ,Malymi muskami se zivi vétSi musky a tento potravni fetézec
konci u ¢lovéka.”

*kk

»~Jako lékarka v genetické poradné bych hlavné pracovala na genetické prognéze, a pak
bych se vénovala otcovstvi.”

*kk

,Ukolem genetické poradny je doporudit t&hotenstvi — a pokud uz je, tak doporugit jeho
zruseni.”
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