


Zapis ze sch tze vyboru Genetické spole €nosti Gregora Mendela, z.s., konané dne
26. 5. 2016 v Mendelov &€ muzeu v Brn é

Pritomni: Cellarova, Doskar, Hola, Knoll, Kocova, Masek, Slaninova, Relichova,
Smarda, Tomaska, Zeleny
Omluveni: Zadrazil

Program schuze:

1. Zprava o cinnosti vyboru za uplynulé obdobi

2. Zhodnoceni posledniho ¢isla IL, projednani pfispévkd do nasledujiciho Cisla
3. Informace o stavu Clenské zakladny GSGM, schvalovani novych pfihlasek
4. Ruzné

ad 1)

Schuze vyboru se uskuteCnila béhem semindfe o vyuce genetiky na &eskych a
slovenskych univerzitach, ktery se konal v Mendelové muzeu v Brné. Zahgjil ji prof.
DoSkaF stru¢nou zpravou o €innosti vyboru za uplynulé obdobi. Informoval o pfipravé
seminare, jehoz koordinatorem byl prof. Tomaska ve spolupraci se c¢leny vyboru,
zejména prof. DoSkafem, doc. Slaninovou, dr. Zelenym. Pfispévky na seminar pfipravili i
néktefi dalSi ¢lenové vyboru (dr. Hol4, dr. Masek) a spolecnosti (dr. Lizal, dr. SepSiova,
dr. Safafova) a pedagogové a doktorandi z &eskych a slovenskych univerzit. Dale
pfedseda informoval, Ze hlavni ¢innost vyboru v uplynulém obdobi byla vénovana
zmé&nam a upravé stanov GSGM. Uprava novych stanov probé&hla podle stanoveného
harmonogramu a v souladu s dosud plathymi stanovami. Pfiprava, za kterou
zodpovidaly dr. KoCova a dr. Hol4, byla zhodnocena velmi pozitivné a bylo ocenéno
usili, které obé ¢lenky vyboru vénovaly naplni novych stanov a nasledné agendé pro
jejich projednani a schvalovani. VSichni ¢lenové spole¢nosti méli moznost podat navrhy
na zmény a Upravy stanov a vSechny tyto navrhy projednalo a schvélilo na
usnasenischopném jednani valné shromazdéni GSGM, které se konalo rovnéz 26. 5.
2016 v Brné.

ad 2)

Byla pozitivné hodnocena vysoka Groveri posledniho &isla IL a prof. Smarda informoval
o pFipravé nového Cisla, pro které ma jiz pfipraveno nebo pfislibeno nékolik prispévku.
Prof. Smarda pozadal pfitomné &leny vyboru a redaktory IL o priib&Znou pFipravu
vhodnych autoreferati z UspésSné obhajenych doktorskych dizertanich praci, které se
staly nedilnou soucasti IL. Pro nadchézejici €islo ma zpracovany jeden pfispévek z PFfF
UK v Praze a dalSi pfipravi zastupci PfF MU v Brné. Pfitomni ¢lenové vyboru a redaktofi
IL pfislibili v tomto sméru maximalni soucinnost.

ad 3)

Vybor byl informovan o aktualnim stavu Clenské zékladny. Od minulé schuze byly
vyboru doruCeny dve nove prihlasky za clena spolecnosti, které podaly RNDr. Pavlina
Dankova, Ph.D. a Mgr. Dana Safarova, Ph.D. Obé pfihlasky byly jednomysiné schvale-
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ny. Dr. Dankova byla zafazena do databaze ¢lend pod evidenénim ¢islem 141, dr.
Safafova pod evidenénim &islem 142. Vybor dale obdrzel pisemné prohlaseni od Mgr.
Matyase Simy, ktery pozadal o vystoupeni z GSGM. Radné &lenstvi Mgr. Matyase Simy
v GSGM timto zaniklo. Profesor Knoll zvefejni aktualni seznam ¢lend spole¢nosti na
webovych strdnkach GSGM.

ad 4)

Vzhledem k tomu, Ze schlize vyboru se konala béhem seminafe o vyuce genetiky,
diskutovaly se jeSté nékteré postiehy z pravé probihajiciho seminafe. Hlavni organizato-
fi seminafe pfipravi pfispévek do nadchazejiciho Cisla IL. Vystupy ze seminéfe a vSech-
ny uzite¢né odkazy budou, podobné jako v lonském roce, zvefejnény na webovych
strankach seminafe Prirodovedeckej fakulty Univerzity Komenského v Bratislave (zod-
povida prof. Toméaska, doc. Slaninova).

Pfedseda spole¢nosti informoval o vysledcich jednani tykajicich se upfesnéni adresy
sidla GSGM, ktera probihaji s vedenim Masarykovy univerzity v Brné.

Zapsala: M. Ko¢ova

Z4pis z valného shromazd éni Genetické spole €nosti Gregora Mendela, z.s.,
konaného dne 26. 5. 2016 v Mendelov €& muzeu v Brn é

Valného shromézdéni se zt&astnilo 21 &lenti spoleénosti z Ceské a Slovenské republi-
ky, coz predstavuje 17 % vSech ¢lend GSGM. V souladu s platnymi stanovami bylo
valné shromazdéni usnaSenischopné s moznosti pravoplatné hlasovat.

Dr. Kocova informovala pfitomné o navrzich, které byly, v souvislosti s nezbytnou
aktualizaci stanov, postupné doru€eny a zapracovany do prozatimniho navrhu novych
stanov, ktery byl poté rozeslan vSem ¢lenim GSGM k dalSim dpravam a doplnkim. Ve
stanovené lhaté nebyly Zadné dalSi pozménovaci navrhy doruceny.

Valné shromazdéni projednalo a schvalilo navrhované zmény, Upravy a doplrky
stavajicich stanov, o nichZ bude nésledné hlasovat plénum GSGM.

Zapsala: M. Ko¢ova



VYUCTOVANI HOSPODARENI GSGM OD 1.1.2015 DO 31.12.2015 ZA CR

Zustatek k 31.12.2014 33743,54K ¢
z toho na uctu KB 33042,54
v pokladné 701,-
PFijmy v roce 2015 9850,00 K €
Clenské pFispévky (9850 K&):
z toho placené na Gcet KB 8650,-
placené hotové 1200,-
Vydaje v roce 2015 22882,00 Ké
poplatky bance za vedeni Uc¢tu a polozky 1956,-
drobné obcerstveni - schize vyboru 336,-
kancelarské potreby 390,-
faktura barevny tisk IL 17200,-
grafické upravy IL 3000,-
Zustatek k 31.12.2015 20711,54 Ké
z toho na uctu KB 19536,54
v pokladné 1175,-

Zpracoval: Ales Knoll

VYUCTOVANIE HOSPODARENIA GSGM OD 1.1.2015 DO 31.12.2015 ZA SR

Zostatok k 31.12.2014 1329,12 EUR
z toho na ucte Tatra banka 1238,54
v pokladné 90,58
PFijmy v roce 2015 90,00 EUR
Clenské pfispévky (75 EUR):
z toho placené na Gcet Tatra banka 75,-
placené hotové 15,-
Vydaje v roce 2015 273,64 EUR
poplatky bance za vedeni Uc¢tu a polozky 66,66
platba za monografiu 192,60
kancelarské potfeby 14,38
Zustatek k 31.12.2015 1145,48 EUR
z toho na Ucte Tatra Banka 1054,28
v pokladné 91,2

Zpracovala: Miroslava Slaninova
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Vzpominka na pani RNDr. Marii VojtiSkovou, CSc.

S hlubokym zarmutkem oznamujeme ¢lenim Genetické spole¢nosti Gregora Mendela,
Ze ve Ctvrtek, dne 2. 6. 2016, ve véku 70 let zemfela dlouholeta ¢lenka vyboru GSGM,
pani RNDr. Marie VojtiSkova, CSc. Zprava o jejim predCasném odchodu bolestné
zasahla vsechny jeji kolegy a spolupracovniky na pracovistich, kde za svuj Zivot
pdsobila. Jeji kariéra je spjata predevsim s Biofyzikalnim ustavem AV CR, kde
nastoupila jiz v r. 1969 a spolupracovala nejprve s oddélenim RNDr. J. Pillicha, CSc. a
pozdéji pfeSla do oddéleni prof. E. PaleCka, DrSc. Svou milou povahou, pratelskym
jednanim, zajmem o védu a ochotu pfizplsobovat svou praci novym védeckym ciliim si
velmi rychle ziskavala sympatie svych kolegyn a kolegl. Svoji praci zde, mimo jiné,
prispéla k vyfeSeni problému struktury triplexd DNA stabilizovanych super-helikalnim
vinutim DNA, s vyuZitim chemickych sond DNA na urovni rozliSeni jednotlivych
nukleotidd. V roce 1992 z Biofyzikalniho Gstavu AV CR preSla do laboratofi Détské
nemocnice v Brné, kde pracovala do zacatku r. 2001. TéméF po 10 letech se vSak na
Biofyzikalni Ustav opét vrétila a az do r. 2013 zde pracovala v oddéleni prof. V. Brabce.
Zde Uspésné feSila problémy souvisejici s molekularnimi mechanismy protinadorové
acinnych léciv, zejména cytostatik odvozenych od komplexu platiny v ramci projektd
podporovanych doméacimi i zahraniénimi institucemi a podilela se na vychové studentt a
mladych védeckych pracovnika.

Kromé své védecké prace se Dr. VojtiSkova ¢asto a rada zapojovala do dalSich
¢innosti  souvisejicich s védeckou vychovou studentd na Pfirodovédecké fakulté
Masarykovy univerzity v Brné. Jako milou a pratelskou examinatorku si ji ve své paméti
bude uchovéavat fada studentu, kterym asistovala pfi statnich doktorskych zkouSkach
nebo obhajobach doktorskych disertaCnich praci. Ve vyboru Genetické spole€nosti
Gregora Mendela pracovala v letech 2011-2013 jako tajemnice a vyznamné se podilela
na jeho Cinnosti. | zde svym zpusobem jednani kolem sebe vzdy Sifila atmosféru
pratelstvi a divéry, kterd nam v3em bude chybét. Cest jeji pamatce!

kolegové z Biofyzikalniho Gstavu AV CR a vyboru GSGM



EduWorkshop 2.0: Laboratérne cvi €enia z genetiky na €eskych a slovenskych
univerzitach

Lubomir Tomaska

Katedra genetiky, Prirodovedecké fakulta Univerzity Komenského v Bratislave, Mlynskéa
dolina B-1, Ilkovicova 6, 842 15 Bratislava, Slovensko

Po uspesSnom prvom roéniku "nekonferencie" (unconference; [1]), na ktorej sme si v maji
2015 vymenili skusenosti s vyucbou genetiky na ¢eskych a slovenskych univerzitach [2],
sme druhé stretnutie venovali praktickej vyuCbe genetiky (a molekularnej bioldgie).
Brnianski kolegovia vedeni prof. Jifim DoSkafom, vyuZijuc Ustretovost riaditela
Mendelovho muzea dr. Ondfeje Dostala a s finanénou podporou GSGM a MGP s.r.o.,
opat zabezpedili pre priblizne Styri desiatky u€astnikov ideédlne miesto pre prezentécie a
formélne i neformalne diskusie.

Program seminara [3] bol rozdeleny do dvoch c¢asti: dopoludnia pedagdgovia
prezentovali zakladné informacie o aktualnych praktickych kurzoch, popoludni sa
doktorandi venovali otazke ako by mohli vyzerat idealne praktické kurzy. Jednym zo
vSeobecnych zaverov dopoludnajSej sekcie je pomerne velka variabilita v dizajne,
organizacii, hodnoteni i naplni praktickych kurzov. Dr. Pavel Lizal (Masarykova univerzi-
ta, Brno) na priklade zakladného kurzu Praktikum z obecné genetiky ilustroval, ako sa
da velmi pekne a uZzitocne spojit experimentalne cvi¢enie s rieSenim teoretickych uloh.
Jednoduché experimenty na drozofile a ardbovke su medzi Studentmi vefmi oblibené
okrem iného aj preto, Ze im umoZziuju "dotknat sa" skuto€ného biologického materialu.
Uké&zal tiez niekolko prikladov elektronickych nastrojov umoziujacich pisanie protokolov
(s moznostou zdiefania experimentalnych déat) a interaktivheho precvi¢ovania zaklad-
nych genetickych konceptov. Ucitel tak v realnom ¢ase méze vyhodnotit uspesnost’ (Ci
neuspesnost) svojho snazenia. Z diskusie k prednaske, ale i z neforméalnych rozhovorov
pocas prestavok bolo zrejmé, Zze mnohych uc¢astnikov seminara mnohé napady prezen-
tované dr. Lizalom velmi inSpirovali. Koncepciu praktickej vyucby genetiky prezentovala
dr. Dana Hola z Univerzity Karlovej v Prahe. Kurz Praktikum z genetiky vyuCovany v 1-
tyzdennych turnusoch pozostava z rieSenia komplexnych teoretickych prikladov. Kazdy
den turnusu je venovany samostatnej téme, ktora je preberand striedanim vykladu a
precvi¢ovania Uloh vychadzajuacich z reélnych vysledkov. V kontraste s prazskou pre-
zentaciou Dr. Dana Safafova (Univerzita Palackého, Olomouc) ilustrovala, akym sposo-
bom je mozné realizovat prakticku vyucbu tak, aby kazdy Student vSetky ulohy realizoval
samostatne. Z jej prezentécie bolo pritom evidentné, ze v mnohych pripadoch iSlo o
financne i pristrojovo naro¢né ulohy, vyzadujuce si znacné Casove investicie pedago6-
gov. Na druhej strane, Studentom poskytli moznosti vlastnymi rukami uskuto¢nit’ ¢asto aj
relativnhe naro¢né experimentalne ulohy. PoCas seminara boli viackrat diskutované vy-
hody i nevyhody vyplyvajuce z praktik zaloZzenych na rieSeni teoretickych uloh, resp. z



experimentalnych laboratérnych cvi¢eni. Dr. Regina SepSiova a dr. Katarina Brunakova
ilustrovali, akym spésobom sa s touto dilemou vysporadivaju na Univerzite Komenské-
ho v Bratislave a na Univerzite P.J. Saférika v KoSiciach. Bratislavski genetici absolvuju
zakladné cviCenia, ktoré su kombinéciou teoretickych a praktickych uloh, koSicki Studenti
st zapojeni do “myslienkovych” experimentov. Spolocnou charakteristikou vSetkych
Studijnych planov je postupné zvySovanie zastlpenia experimentalnych dloh vo vysSich
ro¢nikoch bakalarskeho, resp. v magisterskom Studiu. Dr. Petr BeneS (Masarykova
univerzita, Brno) predstavil pocetny repertoar praktickych kurzov, ktoré umoznuju Stu-
dentom ziskat' zru¢nosti v molekularno-biologickych technikach. Dr. Tomas MaSek (Uni-
verzita Karlova, Praha) ilustroval na priklade niekolkych kurzov spdsob praktickej vy-
ucby molekularnej genetiky, z ktorych predovsetkym 2-tyzdenny intenzivny kurz Prak-
tikum z molekularni genetiky poskytuje Studentom moznost vyskuSat si velké mnoZzstvo
laboratornych technik. V tejto suvislosti boli diskutované kapacitné moznosti, ktoré ab-
solvovanie niektorych kurzov do istej miery obmedzuju.

Velmi inSpirativnou bola aj popoludhajSia sekcia zamerand na identifikaciu rezerv v
sucasnych praktickych kurzoch a predstavenie “idealneho” cvi¢enia. V nej najprv ko-
Sické doktorandky Jana Henzelyova a Miroslava Balintova prezentovali svoju predstavu
praktickeho magisterského kurzu Génové manipulacie rastlin, kde by kazdy Student
realizoval uceleny projekt za€inajuci bioinformatickou analyzou génu, cez jeho klonova-
nie v expresnom vektore az po purifikaciu proteinového produktu. V savislosti so spéso-
bom prezentacie vysledkov (formou posteru) boli diskutované moznosti, ako viac zapojit
Studentov do formulovania hypotéz a interpretacie a prezentacie dat. Jifi Pergner (Uni-
verzita Karlova, Praha) zhodnotil praktickl vyucbu genetiky a molekularnej biolégie z
pozicie doktoranda-seniora. Medzi jeho odporu€ania (viac v prezentécii [3]) patri
zaradenie Ulohy zameranych na precvi¢enie modernych metdd genetickej analyzy u
modelovych organizmov (napr. myS — Cre/LoxP systém; Drosophila melanogaster —
balancérové chromozémy), vedenie Studentov k vacSej samostatnosti, ¢i poskytnutie
Studentovi moznost' zvolit si metddu, ktora by precviCoval. Diskutovanou bola aj otazka,
¢i a v akej forme je moZzné pripravit laboratorne ulohy vyuZivajuce tzv. state-of-the-art
technoldégie, ako su napriklad techniky editovania gendému zaloZzené na systéme
CRISPR-Cas9, pripadne TALEN, &i zinc-finger nukleazach. Markéta Weyhelova (Masa-
rykova univerzita, Brno) predstavila aktualnu podobu Cvi¢enia z cytogenetiky, v ktorom
identifikovala pozitiva i rezervy, ktoré spocivaju hlavne v moznostiach vyuZitia niektorych
modernejSich experimentalnych a bioinformatickych metéd. Doktorandi z Univerzity
Komenského v Bratislave pripravili podklady pre prezentéciu Filipa Cervenaka [3],
pricom s cielom identifikovat hlavné parametre pre dizajn idealneho praktického kurzu
zistovali (1) aka je napli/Struktira kurzov na vybanych zahrani¢nych univerzitach, (2)
akeé su ich vlastné skusenosti s praktickou vyucbou a (3) aky nazor na praktickd vyucbu
maju sucasni posluchaci magisterského programu Genetika na Univerzite Komenského.
Z tejto prezentacie vyplynulo viacero dolezitych otazok, ktoré boli diskutované aj v
zaverecnej panelovej diskusii. Napriklad, (1) je vhodnejSia pravidelna tyZzdenna, alebo
blokova (turnusova) forma cviceni?; (2) je lepSie, ked kazdu ulohu realizuje kazdy
Student sdm, alebo su vyhodnejSie menSie (2-3 ¢lenné) skupiny?; (3) su vyhodnejSie
samostatné ulohy umoznujuce precvicit’ jednotlivé metddy, alebo je lepSie, ked je kurz
postaveny ako uceleny projekt?; (4) akou formou sa Student méze podiefat’ na volbe
precvi¢ovanych metod. Z diskusie vyplynulo, Ze na mnohé z tychto otdzok neexistuju
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jednoznaéné odpovede. Skér plati univerzalne pravidlo: existuje vela moznosti, ako pri-
pravit dobry prakticky kurz a to, ktor4 je UspesSna zavisi do velkej miery od pedagoga,
ktory dany kurz vedie. Co je najpodstatnesie, tak ako v roku 2015, aj tohtoroény seminar
v Mendelovom muzeu splnil svoj hlavny ciel: poskytnut ucitelom inSpiracie a umoznit im
vytvorit osobné kontakty s fudmi, ktori maju spolo&nd ambiciu: poskytnut buddcim ge-
netikom to najlepSie mozné vzdelanie.

[1] https://en.wikipedia.org/wiki/Unconference

[2] Zeiselova, L. (2015). Seminar o univerzitnom vzdelavani genetiky plny inSpiracii.
Informacni listy GSGM 45: 10-12.
[3]http://fns.uniba.sk/pracoviska/biologicka-sekcia/kge/univerzitne-vzdelavanie-genetiky/;
na stranke su pristupné vSetky prezentacie a dalSie uzito¢né linky.

Ve stinu Mendela: Skupinova fotografie Ucastniki seminafe vénovaného praktické vyuce
genetiky na ceskych a slovenskych vysokych skolach, ktery probéhl v Brné, dne 26.5. 2016.

Prof. RNDr. Lubomir Tomaska, CSc. je vedoucim Katedry genetiky
Pfirodovédeckeé fakulty UK v Bratislavé (e-mail: tomaska@fns.uniba.sk).
Zabyva se mitochondrialni genetikou, biologii telomer, bioenergetikou a
morfogenezi kvasinek.




Mendel Forum 2016

Eva Matalova

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

Letosni ro¢nik jiz tradiéni konference Mendel Forum se konal od 14. do 17. ¢ervna 2016
v Brné v prostorach navstévnického centra Mendelianum Moravského zemského muzea
v Biskupském dvore. Hlavnimi tématy byly Mendel jako osamély génius, Jednobunécény
Zivot a Jak chutna genetika. Program byl doplnén o nazorovou platformu mladych:
Mendel podle mé.

Prvni den predstavil Cerstvy preklad prvniho dilu anglicky psané knihy profesora
Jana Kleina a jeho syna Normana: G. J. Mendel - Osamélost skromného génia. Jedna
se o0 velmi rozsahlé a jedine¢né dilo. Kniha je vénovana Mendelianu, které se rado
zhostilo mozZnosti jeji prezentace v ¢eském jazyce.

DalSi den konference oteviela prednaska dr. Lenky ZdraZzilové Dubské, ktera se
s UCastniky podélila o novy objev v oblasti mikrobiologie, spjaty se jménem J. G.
Mendela. Prezentace nazvanda ,Jak objevit novou bakterii“ pfibliZzila vyzkumnou praci,
ktera vySla vioni v ¢asopise Ticks and Tick-borne Diseases. Autofi nazvali novy objev
‘Candidatus Rickettsia mendelii’, protoZe vyskyt bakterie byl zaznamenéan v mistech, kde
pusobil také Mendel. Dopoledne néasledovala jesté prednasSka dr. Moniky Dvorékoveé
Heroldové z Fakultni nemocnice u svaté Anny, kterd umoznila G€astnikim nahlédnout
do taju mikrobiologické laboratofe. Teoreticky ivod pod nazvem ,Bakterie na miskach a
|ékafska diagnostika“ byl poté doplnén praktickymi tkoly v laboratofi. Ugastnici se
seznamili s kultivaCnimi postupy, sami si vyzkouSeli kfizovy roztér a také rozpoznani
bakterii na miskach. Soucéasti praxe byly nejenom mikroorganismy bézné v lidském
organismu, ale také tfeba v bachoru prezvykavcu. Ziskané znalosti si poté mohli zajemci
ovefit v soutéZznim kvizu. Zbytek odpoledne byl otevien i pro neregistrované zajemce
z fad Siroké verejnosti.

Treti den konference byl zasvécen svétu smysll, predevSim fyziologickym a
genetickym aspektiim vnimani chuti. Po vysvétleni teoretickych zakladl a predstaveni
nékolika zajimavosti byli i€astnici pozvani k praktické ¢asti do laboratofe. Tam si zkusili,
jak je chut propojena s Cichem, k ¢emu potfebuji sliny, jak jsou jejich chutové receptory
citlivé a také si mohli otestovat, zda patfi mezi ,chutnace” ¢i ,nechutnace”. Prohlédnout
si mohli jak makroskopickou, tak mikroskopickou stavbu jazyka u raznych Zivoc&iSnych
druhd. Den pod hlavickou ,Jak chutna genetika“ byl doplnén predstavenim receptd,
které shromézdila Luisa Ondrackova. Ta pracovala jako kucharka ve starobrnénském
klaStefe, kde pusobil také Mendel. Na prestavku bylo pfipraveno obcerstveni podle
receptl z Mendelovy kucharky, které se setkalo s velmi pozitivnim ohlasem. Zajemci si
také mohli prohlédnout doplfikovou vystavu, ktera predstavila nejenom tuto kuchafskou
knihu, ale také chut jako smyslovy organ. Soucasti prezentace byl i pfispévek dr. Pavia



Lizala z Prirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity, ktery se dlouhodobé vénuje vy-
zkumu dédi¢nosti chuti. Vystava doplfiuje stélé expozice Mendeliana MZM v Biskup-
ském dvore do konce Cervna.

LetosSni konference byla zakonCena aktivni prezentaci juniord (Junior Mendel
Forum), kterého se Ucastnili zastupci mladé generace, ktefi predstavili své pfispévky na
téma ,Mendel podle mé“. V rozsahu 500 znakd méli u€astnici za ukol predstavit J. G.
Mendela, jak ho sami vnimaji. Deset vybranych pfispévkd bylo zvefejnéno na webové
strance, vitézové obdrzeli knizni ceny. Vice informaci ke konferenci a sbornik jsou
k dispozici na strankach www.mendelianum.cz.

Podékovdni za spoluprdci

Centrum Mendelianum

Y
-1
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Organizace Mendel Forum
Centrum Mendelianum
Prof. Eva Matalovd, Dr. Anna Matalovd
matalova@iach.cz

€

CENTRUM
MENDELIANUM

14, Zervna 2016

Mendel Team
14 h: PFipravované novinky Mendeliana pro
Skoly a verejnost, interni diskuse
odbornikl (uzaviené jedndni).

génia
16 h: Predstaveni prekladu knihy prof.
Kleina, ktery pfipravilo Moravské zemské
muzeum.

15. ervna 2016
Jednobunéény Zivot

10 - 10:30: Rickettsia mendelii
- jak objevit novou bakterii
(Dr. Lenka ZdraZilovéd Dubskd)

10:30 - 11: Bakterie na miskdch
a lékafskd diagnostika
(Dr. Monika DvoFdkovd Heroldovd)

Obr. 1:

Mendel Forum
2016

14. - 17. éervna
2016, Brno

Mendelianum MZM,
Muzejni 1, Brno - st¥ed

11 - 12: Mikrofarmy
- mikroskopicky pohled na jednobun&Zné
organismy
(praktickd &dst)

12 - 13: poledni prestdvka

Od 13 h: Jednobunéény Zivet v nds
a kolem nds (Odpoledne s JGM)

16. Zervna 2016
Jak chutné genetika

10 - 10:45: Jak funguje chut’
- fyziologie a genetika
(Prof. Eva Matalovd)
10:45 - 11: Recepty Mendelovy kucharky
(Dr. Lucie Tuzovd)
11 - 12: Ochutnejte genetiku
(praktickd cdst)

12 - 13: poledni prestdvka
Od 13 h: vystava z cyklu Genetika viemi

smysly na téma Jak chutnd genetika
a doprovodny program

Konference Mendel Forum porddd
Mendelianum od roku 1992,
Mendel Forum 2016 je pFipraveno
predevsim formou interaktivnich
semindrli, na které navazuje
praktickd Einnost v laboratoFich.

Mendel Forum vytvdri komunikaéni
platformu pro sdileni poznatki
v mendelovském bdddni a propagaci
védy a vyzkumu v oblasti genetiky
a souvisejicich obor{.

UZast je bezplatnd,
registrace je nutnd
z diivodu kapacitnich limitd.

Registrace:
MendelForum@post.cz

Dal3i informace:
www.mendelianum.cz
tel. 515910411

WWW.mzZm.cz

17. Zervna 2016
Junior Mendel Forum

Ndzorovd platforma pro Zdky a studenty
na téma

Mendel podle mé

Za3lete (do 31. 5. 2016,
MendelForum@post.cz) vade krdtké
sdélent, jak byste strucné a co
nejzajimavéji predstavili Mendela svym
pridtelim, ktef( ho je3té neznaji
(max. OO znakd).

Vybrané pispévky budou béhem kondnf
Mendel Forum zverejnény na webové
strdnce Mendeliana (pod kédy)

a zpFistupnény vefejnému hlasovdni.
Vitézové budou odménéni formou kniznich
adalfeh cen.

. Mcrlnfc(ol'_y

rnst{in_v 3

Mendel Forum 2016 - program



Obr. 2: Mendel Forum 2016 — pfednésky v Historickém sale a prakticka c¢innost v laboratofich
Mendeliana Moravského zemského muzea.

Prof. RNDr. Eva Matalova, Ph.D. (e-mail: matalova@iach.cz) je védeckou
pracovnici Ustavu Zivo&idné fyziologie a genetiky Akademie véd CR, v.v.i.,
profesorkou na Fakulté veterinarniho lékafstvi VFU Brno a dlouholetou
spolupracovnici Mendeliana MZM Brno, kde je také odbornou garantkou
projektd Mendelianum — atraktivni svét genetiky a Mendelova interaktivni
Skola genetiky.
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Mezinarodni Mendel Gv den

Anna Matalova

Centrum Mendelianum, Muzejni 1, 602 00 Brno

& & @ Prvni rocénik mezinarodniho Mendelova dne se
konal u pfilezitosti pfipomenuti 150 let Mendela-
védce v mezinarodnim kontextu. 8. bfezna 1865
proslovil Mendel v Brné zavérecnou Cast své pred-
nasky Pokusy s hybridy rostlin (Versuche Gber
Pflanzen-Hybriden), kde prezentoval unikatni data a
jedinec¢né zavéry vychazejici z jeho experimentl
s hybridy hrachu a dalSich Iusténin. Nasledujici rok
byla Mendelova prace zvefejnéna tiskem v ¢aso-
pise brnénského PFirodozkumného spolku. Velkou
zasluhu na publikaci Mendelovy prace ma Gustav
von Niessl, jeden ze ¢lend Mendelova brnénského
védeckého kolegia. Gustav von Niessl predloZil
Frno - Wien - Tueson - Syduey - Tokye ~ Mendelovu  praci  k posouzeni  ¢lenim  vyboru
8. 3. 2016 Pfirodozkumného spolku a 10. 2. 1866 byla prace
@ ® ® pfijata k tisku ve spolkovém éa§opise Verhacndlvurll-
gen des naturforschenden Vereines. Mendellv ¢la-
nek je soucasti 4. svazku Casopisu, ve kterém byl rozeslan na vice nez stovku adres
v Evropé i zamofi. Bez tiSténé verze Mendelovy védecké prace by ziejmé nikdy nebyla
»Znovuobjevena“ v roce 1900, kdy byly Mendelovy mySlenky a dedukce 16 let po jeho
smrti védeckym svétem pfijaty.

Po 150 letech, jez letos uplynuly od zvefejnéni Mendelovy prace tiskem,
zorganizovalo Mendelianum MZM Brno ve spolupraci s dalSimi institucemi mezinarodni
Mendeltv den. Akce ma podporu z celého svéta a nabizi komunikaci v oblasti populari-
zace, propagace a rozvoje Mendelova védeckého a kulturniho odkazu, kterému se
Mendelianum vénuje uz pres pul stoleti. MySlenka na zalozZeni tradice Mendelova dne
vykrystalizovala na mezinarodni konferenci Mendel Forum 2015, kter4d se konala
v novych prostorach Mendeliana ve dnech 6. — 8. 3. 2015 u pfilezitosti 150. vyroci
Mendelovy pfednasky v Brné. Bfeznovy termin Mendelova dne vhodné doplfuje
anorovy Darwintv den a dubnovy Den DNA a symbolicky propojuje tradiéni a moderni

International
MENDEL DAY
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védu. Mendelianum oslovilo fadu odbornikd s navrhem Mendelova dne, ktery se setkal s
velmi pozitivnim ohlasem, a ziskalo kliCové zahrani¢ni partnery této akce pro prvni
ro¢nik. Mendel Day 2016 se konal pod zastitou UNESCO, epicentry této udalosti v roce
2016 bylo Brno jako domovské mésto, Viden jako zastupce Evropy a navic mésta, kde
Mendel studoval, pfednaSel a Casto pobyval a kam byla také jeho prace v roce 1866
poslana. Spojené staty americké, kam byl Casopis s Mendelovym pfispévkem také
dorucen, representoval Tucson. Za Australii se organizace Mendelova dne v roce 2016
zhostilo Sydney, ke kterému se pfidala také Canberra. Za Asii podpofila Mendeltv den
Mendel Japan Society, kterd k pfipomenuti letoSniho vyroci pfipravila vystavu, k niz
prispélo i Mendelianum. Mendel Day pod hlavi¢kou ,,Connecting people through Mendel*
byl otevien pro kazdého a na kulturni drovni propojil také fadu dalSich mést, ktera byla
v adreséfi brnénského PFirodozkumného spolku. Casopis brnénského Pfirodozkumného
spolku byl adresovan do téchto (dnednich) zemi: Belgie, CR, Finsko, Francie,
Chorvatsko, Irsko, Itélie, Litva, Madarsko, Némecko, Nizozemi, Polsko, Rakousko,
Rumunsko, Rusko, Slovensko, Spojené staty americké, Svédsko, Svycarsko, Ukrajina,
Velkad Brithnie. Na Mendel Day pak navazovala fada dalSich akci, za zminku stoji
predevsSim konference v ,Mendelové" jazyce jako Gemeinsames Symposium 150 Jahre
Mendelsche Regeln vom Erbsenzahlen zum Gen-Editieren (17. — 18. 3. 2016, Vider)
nebo J. G. Mendel-Tag (15. 6. 2016, Oldenburg).

Mendelianum dékuje za spolupraci vSem, kdo se Mendelova dne zucastnili, ale
zejména naSim ambasadorim, kterymi jsou: prof. Johann Vollmann (Viden), dr.
Christina Laukaitis (Tucson), prof. Frank Nicholas (Sydney), prof. Toshiuki Nagata
(Tokyo), prof. Wilfried Wackernagel (Oldenburg). Nabizime néhled do programu
mezinarodniho Mendelova dne 2016 a kratkou fotoreportaz.

MENDEL DAY 2016, Brno

Mendelianum (Prof. Eva Matalovéa, Dr. Anna Matalova)

9 - 12 h: Mendel - co vime o ném a diky nému (Prof. Tom&s Urban, Prof. Eva Matalova)

Seznameni s osobnosti Mendela, jeho experimenty, védeckym pfistupem a zavéry, které se staly
zakladem genetiky doplnéné vzdélavacimi kvizy a soutézemi.

12 - 14 h: Hréatky s hraSky (Prof. Eva Matalova)

Premiéra nové interaktivni ¢asti expozice Mendeliana, kterou provazi MendelGv zeleny hrédSek a nabizi
seznameni nejenom s Mendelem a jeho objevy, ale také dnesSni védou vcetné virtualnich i realnych
vstupl do laboratofi, prezentace vytvarnych praci studentt na téma MendelUv hraSek.

14 - 17 h: Setkani u Mendela

Odpoledne vyhrazené pro zastupce odbornikd, uditeld, studentd, VIP a vefejnost

(14 h - Co nového u Mendela/Mendel Team meeting, 15 h - Pfipitek u Mendela/VIP meeting,

16 h - Mendel a svét, 1866 - Velka véda s malymi hrasky, vernisaz vystavy, Prof. Eva Matalova, Dr. Anna
Matalova)
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MENDEL DAY 2016, Vide n, Rakousko

BOKU (Prof. Johann Vollmann)

14-18 h: Guided tour through Mendel’s Vienna starting at the Department of Botany and Biodiversity Res.

14 h: Dr. Eva-Maria Mikschi-Marischler and Mag. Matthias Svojtka: Original reprint of Gregor Mendel's
1866 paper "Versuche Uber Pflanzen-Hybriden“. This unique original reprint is preserved at the library of
Department of Botany and Biodiversity Research. It is one of very few reprints with handwritten
corrections in Mendel's own handwriting of printing errors.

15 h: Mendel's teachers and contemporaries at University of Vienna. In Vienna, Mendel was exposed to
leading natural science professors and a vibrant scientific community including Christian Doppler
(professor of physics) or Franz Unger (professor of physiology).

16 h: City walk. Walk to Old University of Vienna (now Austrian Academy of Sciences) and Landstrasse
(Mendels living place in Vienna), coffee and newspapers: A collection of Austrian newspaper reports
about JGM from 1850 to 1884. This special biographical value will be presented, commented and
discussed in Folia Mendeliana 2016.

MENDEL DAY 2016, Tucson, Arizona, USA

University of Arisona

Mendel Afternoons (Dr. Christina Laukaitis, Prof. Robert Karn)

16 h: Neurogenetics Data Blitz (Neuroscience Graduate Interdisciplinary Program)
17 h: Reception and discussion (Dr. Christina Laukaitis)

17:30 h: Mendel Day concept (Prof. Robert Karn)

Opening Remarks by Prof. Francisco Ayala

18 h: "Might of Destiny: Gregor Mendel's Powerful Yet Controversial Legacy"
(Prof. Daniel Fairbanks)

Followed by the presentation on March 9

15 — 16 h: The scientific method: Darwin and Mendel (Prof. Francisco Ayala)

MENDEL DAY 2016, Sydney, Australie

University of Sydney

Mendel Sesquicentenary Celebrations (Prof. Frank Nicholas)

18 h: A brief history of Mendel’s discovery (Prof. Frank Nicholas)
18:30: Mendel and animal genetics today (Prof. Claire Wade)
19: Mendel and honey bee genetics today (Prof. Ben Oldroyd)
19:30: Mendel and human genetics today (A/Prof. Jenny Donald)
20 h — onwards: discussion, celebration

With simultaneous programme in Canberra — key lectures:
Mendel's legacy: Forensic DNA profiling (Dr Dennis McNevin)
Epigenetics: Defying Mendelian genetics (Dr Janine Deakin)

MENDEL DAY 2016, Tokyo, Japonsko

The Japan Mendel Society, University of Tokyo (Prof. Toshiuki Nagata)

Exhibition: The Japan Mendel Society (JMS) is a non-profit organization founded on October 22, 1985
under the jurisdiction of the Nagano Prefectural Board of Education. JMS headquarters is located in
Shimo-suwa-machi in Suwa-Gun, Nagano Prefecture, but the Tokyo Branch is in Bunkyoku, Tokyo.
Mendel Day introduced an exhibition on J. G. Mendel and the 150th anniversary of his discovery
publication held in Shimo-suwa-machi.

Mendel's grapevine, Brno and Tokyo connection: Mendel’s Brno is connected with Tokyo not only thanks
to contact with Mendelianum but also by the story of "Mendel’s wine". More than a hundred years ago, a
grapevine from the former "Mendel’s garden” in Old Brno was relocated to Tokyo (Botanical Gardens of
the University of Tokyo), the original plants were destroyed in Brno after the WWII and thus the Japan
Society sent a graft back to Brno where the plant has still been grown.
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Mendeldv den v Brné se konal v
Mendelianu, které sidli v autentickych
prostorech, kde sidlila Mendelova veé-
decka spole¢nost a kde Mendel ziskal
inspiraci pro svuj vyzkum.

Diskusni prestavka preSla v praktické
ukazky v Mendelové i moderni moleku-
larni laboratofi a také v soutézni ukoly v
nékolika oblastech, napf. Osobnost
JGM, Mendelovy rostliny, Pojmy z
genetiky, Prace s DNA a dalsi.

Vitézové byli samoziejmé odménéni.

Mendeltv den zahajil prof. Tomas Urban
z Mendelovy univerzity v Brné, partner-
ské univerzity Mendeliana, a to prezen-
taci na téma: Mendel — co vime o ném a
diky nému.

14



Nasledovala ¢&ast Mendelova dne
pod nazvem ,Hratky s hrasky" uréena
zejména pro stfedoSkolaky, zamére-
né na nove interaktivni programy.

A

Hlavnim hostem Mendelova dne v Brné byl profesor Jifi DrahoS, predseda Akademie
véd CR.

15
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Mendeltv den v Brné byl zakonéen vernisazi vystavy Mendel a svét, kterd obsahovala
také aktualni pozdravy zastupcl ,Mendelovych mést* a vyznamnych osobnosti.

A jak probihal Mendel Day u naSich kli€ovych zahrani¢nich partnerd? Prochazka
Mendelovou Vidni vedla také do univerzitni knihovny s Mendelovymi publikacemi.

16



Osobni sezndmeni se separatem Mendelovy prace a ¢asopisem, ve kterém vysla.

V USA se konal Mendellv den v Tucsonu v Arizoné.

Na zaCatku programu Mendelova dne
bylo pét kratkych pfednasek vyznamnych
odbornikl, které se setkaly s velkym za-
jmem posluchacu.

Profesor Daniel Fairbanks nejenom pfed-
nasel o kontroverzi kolem Mendelovy prace,
ale také Mendela v pfimém pfenosu vymo-
deloval.
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Nsledovala diskusni prestavka, pfi
které byl podavan punc¢ a specialni
dort pro Mendeldv den!

THE SCIENTIFIC METHOD:
DARWIN AND MENDEL

Prednaska profesora F. Ayaly informovala o perspektivach v souvislosti s védeckym
prostiedim, ve kterém Mendel pracoval, vznikem védy zaloZené na hypotézéach, a jejiho
vlivu na Mendela a Darwina.

Dékujeme vSem, kdo pfispéli k Uspéchu
Mendelova dne 2016 a uz se téSime na

dalsi roénik. V roce 2017 slavi Moravské

zemské museum 200 let své existence. Vroce 1817 zalozila toto muzeum
v Biskupském dvofe pod Petrovem Hospodarska spole¢nost, ktera byla také
Mendelovou védeckou spolecnosti.

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

Marcela Kusakova

Univerzita TomaSe Bati, ndm. T.G. Masaryka 5555, 760 01 Zlin
V lorfiském roce byl otevien prvni ro¢nik nové soutéze pod
ndzvem Muzeum roku, kterd byla zaloZena jako soucast
medialni kampané Narodni soutéze muzei Gloria musaea-
lis. Soutéz probihala od 14. kvétna 2015 na portale do-
muzea.cz, vitézové byli zvefejnéni v ramci slavnostniho
ceremonialu Gloria musaealis, ktery se konal 18. kvétna
2016 ve Smetanové sini Obecniho domu v Praze.
Specifikem soutéZze Muzeum roku je, Ze se zaméfuje na nazory navstévnikd. Podle
oficialniho sdéleni vyhlaSovatell (http://www.cz-museums.cz) mohli uZivatelé kvalitu
navstivené instituce hodnotit po jednoduché registraci pomoci bodu ve &tyfech riznych
kategoriich: 1. Expozice a vystavy, 2. Lidé v muzeu, 3. Sluzby navstévnikam, 4.
Doprovodné programy. VSechny Ctyfi kategorie pak spoluvytvarely celkovy dojem
navstévnikd z muzea. Cilem kampané bylo zvyraznéni role navstévnika v celém pro-
cesu fungovani muzei.

Mendelianum Moravského zemského muzea se umistilo na stfibrné pozici za
zlatym Pamatnikem Karla Capka ve Staré Huti u Dobfise a pfed bronzovym Pamatni-
kem Velké Moravy ve Starém Mésté. Budovani navstévnického centra Mendelianum —
Atraktivni svét genetiky bylo zahjeno v roce 2012, kdy uplynulo 50 let od zaloZeni
Genetického oddéleni G. Mendela v tehdejSim Moravském, dnes Moravském zemském
muzeu. Navstévnické centrum je soucasti Centra Mendelianum, které bylo slavnostné
inaugurovano pfi mezinarodnim setkani Mendel Forum dne 8. 3. 2015, V tento den
uplynulo 150 let od prezentace zavérec¢né ¢asti Mendelovy prednasky v Brné, ve které
referoval o svych epochalnich objevech. V roce 2015 uplynulo také 50 let od otevieni
prvni expozice Mendeliana - pamatniku a muzea J. G. Mendela v Brné vytvofené
Genetickym oddélenim G. Mendela. DneSni Mendelianum, lokalizované v centru Brna
v prostorech, kde sidlila Mendelova védecka spole¢nost, prezentuje nejenom mnoho-
strannou osobnost J. G. Mendela a jeho dilo, ale také genetiku, molekularni biologii a
souvisejici védni obory. Diky padesatileté tradici mendelovského badani, ktera vyustila
v novou koncepci pro 3. tisicileti, propojeni historického a moderniho konceptu a take
zafazenim fady interaktivnich prvka v€etné laboratofi patfi mezi muzea nové generace.

Hlasy navstévnik( a stfibrna medaile v soutézi Muzeum roku jsou nejen ocené-
nim prace tymu Mendeliana, jejich spolupracovnik(i z CR i zahrani&i, ale také ocené&nim
osobnosti J. G. Mendela a jeho védecké prace, kterou celosvétové proslavil nasi zemi a
ktera dala vznik novému védnimu oboru — genetice.

19



ROKU

Ministerstve kultury Cosk# republiky, Asociscs muzel a galeri Ceskd republiky, 7. 5,
a Eesky vybar ICOM wdahuji

Il. misto

v soutéE Muzeum roku

Moravskému zemskému muzeu - Mendelianu
za nejlepii hadnoceni na navitévnickém portélu do-muzea.cz

i s - - q
ey fem / o R
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Mgr. Marcela Kusakova (e-mail: kusakova@knihovna.utb.cz) pdsobila
jako kuratorka v Mendelianu MZM Brno, kde se také vénovala vyzkumu
v ramci své diplomové prace. Aktualné pracuje v knihovné Univerzity
Tomase Bati ve Zliné.
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ZvySeni afinity receptoru 1 pro interferon gama K i nterferonu gama kombinaci
molekularniho modelovani a experimentalnich metod

Pavel Mikulecky

Biotechnologicky Ustav AV CR, v.v.i., Videfiska 1083, 142 20 Praha 4 - Krg&
Abstrakt

Témeér ve vSech déjich Zivych bunék hraje interakce mezi proteiny dulezitou roli a
funkce mnohych proteinu je zavisla na jejich specifické interakci s ostatnimi biomoleku-
lami. Pro vyvoj molekul vhodnych pro diagnostiku, medicinu a biotechnologie by bylo
velmi pfinosné, kdybychom meéli k dispozici néastroje k ovliviiovani interakci mezi
proteiny. Tato prace se zabyvala specificitou interakci mezi proteiny na modelovém
pfikladu receptoru 1 pro interferon gama (IFNgR1) a jeho pfirozeném vazebném ligandu
interferonu gama (IFNQ), jehoZ funkce je duleZita pro pfirozenou imunitu.

PFi hledani mutaci proteinu IFNgR1, které by mély ménit jeho vazbu (zvySit nebo
snizit) k IFNg, byla pouzita pocitaCovd analyza dostupnych krystalovych struktur
komplexu mezi IFNgR1 a IFNg in silico. Zamény aminokyselin byly poc¢itacové modelo-
vany a jejich vliv na interakci byl vyhodnocen programem FoldX. VSechny varianty
receptoru 1, které vyhovovaly kritériim vybéru, byly produkovany v bakterii Escherichia
coli, dale purifikovany, charakterizovany a jejich interakce byla zméfena na pfistroji
SPR, jenZ méfi povrchovou rezonanci plazmonu (Surface Plasmon Resonance).

Prvni skupina variant IFNgR1 obsahovala mutace na interakénim rozhrani
s IFNg. Z SPR méfeni vyplyva, Ze vétSina téchto variant vykazovala stejnou vazbu
k IFNg jako nezménény ,wild-type* receptor, nékolik variant mélo vazbu lehce zvySenou,
nicméné dalSi varianty mély vazbu silnéjSi. Druha skupina variant obsahovala mutace,
které se nachazely bud pfimo, nebo v blizkém okoli kavit uvniti molekuly IFNgR1. Tento
pfistup je méné obvykly. Ackoliv vysledky ukazovaly, Ze tyto mutace samy o sobé
ovliviuji vazbu mezi receptorem a IFNg velmi mélo, dvé varianty kombinujici mutaci na
rozhrani s mutaci v kavité meély vyrazné zvySenou vazbu.

NaSe vysledky ukéazaly, Ze Ize ziskat varianty IFNgR1 s vysSi vazbou k IFNg
pomoci kombinace experimentalnich pfistupd spolu s pocitaovymi navrhy, které
vyuzivaji pomérné jednoduché a pfistupné protokoly. Vyvoj novych molekul s vysokou
afinitou pomaha k lepSimu pochopeni sil, které se uplatiuji pfi interakcich mezi proteiny.
Tyto nové vyvinuté mutanty pfirozenych proteint by se rovnéz mohly stat zakladem pro
nove diagnostické nastroje.

Uvod

Proteiny s uméle pozménénymi vazebnymi vlastnostmi k jinym molekulam se
staly dulezitym nastrojem ve vyzkumu, biotechnologii a biomediciné. Pfi navrhu proteint
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s pozadovanymi zménami jsou stéle Castéji vyuzivany pocitacové metody a algoritmy
(Karanicolas et Kuhlman, 2009; Kortemme et Baker, 2004; Kraemer-Pecore et al., 2001;
Mandell et Kortemme, 2009; Reichmann et al., 2007), ackoliv tyto metody stale jesté Celi
problémam, které jsou spojené s presnosti a davéryhodnosti pocitacovych predpovédi.
Tyto nepresnosti vychazeji predevSim ze stale jeSté nedostateCného pochopeni
sloZitych strukturnich a energetickych sloZek, které se uplatiuji pfi interakcich mezi
proteiny. Tato prace pfredstavuje vysledky studii, které experimentalné potvrzuji navrhy
modifikaci provedené pokrocilymi, avSak snadno dostupnymi, vypocetnimi technikami,
které jsou zalozené na praci s krystalovymi strukturami. Jako modelovy systém byla
vybrana interakce mezi interferonem gama (IFNg) a jeho pfirozenym receptorem 1
(IFNgR1). Hlavnim cilem bylo na zakladé vypoc¢td metodami molekularniho modelovani
zvysit silu (afinitu) vazby IFNgR1 kIFNg. Vysledky pomohou lepSimu pochopeni
principli, které se uplathuji pfi specifickém rozpoznavani a vazbé mezi dualezitymi
proteiny z leékafskeho pohledu.

Interferon gama je cytokin, jenz hraje roli pfi vrozené i ziskané imunité, a dale
udrZuje imunitni rovnovahu v téle (Lin and Young, 2013). Signalizace IFNg zacina jeho
vazbou na receptor 1 (IFNgR1) a receptor 2 (IFNgR2), které se nachazeji na bunécném
povrchu. Vytvoreni tohoto tzv. ternarniho komplexu nasledné spousti signalizacni drahu
nazyvanou JAK/STAT, jez postupné vede k vysledné imunitni reakci. Napfiklad pfi
diagnostice tuberkulézy se Casto vyuziva pravé detekce interferonu gama, ktera je
zakladem komercnich souprav s ndzvem QuantiFERON-TB Gold nebo T-SPOT.TB.
Noveéjsi techniky pro detekci cytokinu, v€etné IFNg, zahrnuji biosenzory (Battaglia et al.,
2005; Chou et al., 2010; Stigter et al., 2005; Stybayeva et al., 2010), které vyuzivaji
rizné typy rozpoznavacich molekul, jakymi mohou byt napfiklad pozménény ligandy
nebo noveé vyvinuté molekuly, zejména protilatky ¢i jejich ¢asti.

Cilem této prace bylo vytvofit proteinové molekuly s vysokou mirou vazby
k interferonu gama, jejichz zakladem bude receptor 1 pro IFNg. Projekt za¢inal navrhem
variant receptoru 1 se zvySenou afinitou pomoci vypocetni techniky zaloZenou na
analyze krystalovych struktur a nasledném molekularnim modelovani. Pocitacové na-
vrzené varianty IFNgR1 byly pak produkovany jako rekombinantni proteiny, purifikovany
a jejich vlastnosti zjistovany biofyzikalnimi metodami.

Zmeéna vazebnych vlastnosti IFNgR1 vuci IFNg byla zaloZena na dvou komple-
mentarnich vypocetnich pfistupech. PFfi prvni strategii byly hledany aminokyseliny
vhodné k mutovani na interak&nim rozhrani mezi receptorem a IFNg. Pfi druhé strategii
byly vhodné aminokyselinové zameény hledany v tzv. kavity uvnitf molekuly receptoru a
nasledné aminokyseliny, jez byly v blizkém sepjeti s témito kavitami. Vypoc&etni analyza
odhalila nékolik aminokyselin vhodnych k mutovani a jejich afinity k IFNg byly zméfeny
metodou SPR, kterd méfi povrchovou rezonanci plazmonu. Vypocitané a zmérené
afinity byly mezi sebou porovnany a celkovy proces navrhu a testovani receptorovych
variant byl shrnut do protokolu popisujiciho vypocetni postupy, které vedou k pred-
povézeni mutaci zvysujici rozpoznani mezi IFNg a jeho receptorem 1.

Cile prace

A) Poc¢itac¢ové modelovani aminokyselinovych zam én vedoucich ke zvySeni
afinity IFNgR1 k IFNg
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Tato Cast prace zahrnovala analyzu krystalovych struktur komplexu mezi IFNg a
IFNgR1, identifikaci kavit uvnitf IFNgR1, vypoc€etni navrh receptorovych variant a
analyzu sekvencéni konzervovanosti aminokyselin receptoru. Snahou bylo vytvofit
protokol, kterym by bylo moZné navrhnout mutace, jenz ovliviuji afinitu mezi IFNgR1 a
jeho ligandem IFNg.

B) Experimentélni potvrzeni navrzenych mutaci

Tato Cast prace se zabyvala hledanim podminek pro produkci a purifikaci IFNg, IFNgR1
a jeho variant. Déle byly charakterizovany sekundarni struktury a teplotni stability
navrzenych receptorovych variant, naméreny afinity vSech produkovanych variant a
analyzovany jejich vazebné vlastnosti k IFNg.

C) Porovnani vypo ¢itanych a nam érenych afinit
Tato Cast prace se skladala z analyzy vnitini dynamiky receptorovych variant a diskuze
vypoctenych a naméfenych afinit.

Material a metodika
Detailni vyC€et pouZitého materialu, chemikalii a pfistroji se nachazi v pIné verzi

M v s

Vypo éetni ¢ast
* Modelovani chybéjicich aminokyselin v krystalovych strukturach.
* Analyza interakéniho rozhrani mezi proteiny v krystalovych strukturach a névrh
pFislusnych variant.
* ldentifikace vnitfnich kavit a navrh pfislusnych variant.
* Vypocet hodnot zmény volné energie (AAG) pomoci programu FoldX.
* Analyza sekvenc¢ni konzervovanosti aminokyselin.

Experimentalni ¢ast

» Prace s DNA, napf. polymeradzova fetézova reakce (PCR), vytvofeni vektord a
mistné-specifickd mutageneze.

» Préce s burikami, napf. pfiprava a transformace/transfekce raznych typa bunék a
kultivace bunék.

» Purifikace proteind, napf. na NINTA nebo SP kolonkach, ,refolding“, gelova
chromatografie.

* Méfeni teplotnich stabilit pomoci metody nazyvané ,Thermal Shift Assay’ a
spekter cirkularniho dichroismu.

e ZjiSténi afinit na pfistroji, ktery méfi povrchovou rezonanci plazmont (SPR).
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Vysledky a diskuze

Za Ucelem predpovidani mutaci, které ovlivni interakci mezi proteiny poZadova-
nym zpusobem, byly vyuzZity vypocetni metody a tyto mutace byly nasledné charakteri-
zovany biofyzikalnimi technikami. Vypocetni metody jsou pomérné rychlé a malo
nakladné, ¢imz se stavaji velmi zajimavou strategii pfi zkoumani mutaci ovliviujicich
vazbu mezi proteiny. V této praci byla vyvinuta nova vypocetni strategie hledani mutaci
v extracelularni ¢asti receptoru 1 pro interferon gama (IFNgR1), které maji za cil zvysit
jeho vazbu k interferonu gama (IFNg). Afinita (sila vazby) navrzenych receptorovych
variant byla zjiSténa metodou, kterd méfi povrchovou rezonanci plazmonu (SPR), a déle
byly popsany jejich vazebné vlastnosti.

Vychozim bodem bylo hledani mutovatelnych aminokyselin na rozhrani mezi
proteiny IFNg a IFNgR1, jenz spolu tvofi komplex. Analyza byla zaloZzena na dvou
krystalovych strukturach komplexu mezi IFNg a IFNgR1, konkrétné se jedna o struktury
v PDB databazi ozna¢ené 1FG9 (Thiel et al., 2000) a 1FYH (Randal et Kossiakoff,
2001). Pro dalSi postup byly hledany pouze ty aminokyseliny na receptoru, které byly
vzdaleny maximalné 6 A od IFNg, a to proto, aby nebyly vynechany Zadné mozné
kontakty mezi témito dvéma proteiny. Timto vypoctem byl ziskan soubor 40
aminokyselin vhodnych pro mutaci a kazda aminokyselina byla zaménéna za zbylych
19. Nasledné byla programem FoldX (Schymkowitz et al., 2005) dopocitdna zména
volné energie (AAG) pro kazdou zdménu a bylo zjisSténo, Zze zmény jsou pomérné malé.
To znamend, Ze predpovézené jedno-aminokyselinové zamény nemusi mit ve
skute€nosti vyrazny vliv na afinitu. Vysvétlenim tohoto vysledku by mohlo byt, Ze afinita
rozpustného receptoru k IFNg je v jiz nanomolarnim rozmezi (Landar et al., 2000;
Marsters et al., 1995; Walter et al., 1995) a dalSi zvySeni afinity je proto obtizny ukol.

Zameény aminokyselin, které se nachazeji na rozhrani mezi proteiny a jsou tak
v pfimém kontaktu, se jevi jako pfirozena strategie, nicméné tato prace se déle zabyvala
i alternativnim pfistupem. Tato alternativni strategie se zaméfila na kavity uvnitf jednoho
z vazebnych partnerd a zameény v téchto oblastech, které by mohly vést ke zvySeni
vazby (Atwell et al., 1997; Kawasaki et al., 2010; Morellato-Castillo et al., 2013). Kavity
byly hledany v molekule IFNgR1 a aminokyseliny, které se nachazeji v blizkém okoli
téchto kavit, byly déle analyzovany programem FoldX. Podobné jako v pfedchozim
pfipadé u mutaci na rozhrani mezi proteiny, byla vypocitana zména volné energie (AAG)
vazby zpusobené zaménou aminokyselin. Vypocty vedly k vybéru 12 konkrétnich
aminokyselinovych zamén, které byly dale analyzovany metodou nazyvanou ,molecular
dynamics relaxation“. Vysledkem byly 4 varianty, s kterymi bylo dale experimentalné
pracovano. Vypocetni vysledky opét ukazovaly pouze maly potencial mutaci, pficemz
moznou pfi¢inou mohou byt malé objemy kavit a také skutecnost, Ze aminokyseliny
pobliz kavit maji vysokou sekvencni konzervovanost.

Celkové bylo navrzeno nékolik (devét) jedno-aminokyselinovych zamén na
rozhrani mezi proteiny, dale osm viceCetnych mutaci, kam se fadi také kombinace
nejlepsi jednobodové mutace N96W na rozhrani s mutacemi v kavitach. VSechny
receptorové varianty byly produkovany v bakterii Escherichia coli podle protokolu, ktery
byl vyvinut pro nezménény ,wild-type” receptor po vyzkouSeni nékolika expresnich
systému a raznych kombinaci jeho produkce a purifikace. Kazdy pokus narazel na stale
stejny problém, pfitomnost rozpustné oligomerni formy receptoru a absenci nebo
extrémné malé koncentrace monomerni formy. Po otestovani velkého mnoZstvi riznych
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refoldovacich strategii jsme se rozhodli pouzivat protokol, jenz byl relativné malo pracny
a ktery poskytoval mnozstvi proteinu dostateCné pro charakterizace a méfeni vazby
SPR metodou.

Vyznamny uspéch zplsobu pfedpovédi mutaci vypocetni technikou Ize spatfovat
vtom, Ze veSkeré predpovézené receptorové varianty maji afinitu k IFNg v nano-
molarnim rozmezi. Nové varianty Ize rozdélit do tfi skupin podle toho, jakou maji afinitu
vzhledem k nezménénému ,wild-type“ receptoru (WT) (Obréazek 1). Do prvni skupiny se
fadi varianty s afinitou dva az tfikrat vysSi nez WT, napfiklad varianty N65R, S95R nebo
T166Y nachazejici se na interakénim rozhrani mezi proteiny. VétSina variant spada do
druhé skupiny mutaci, které nemaji skoro Zadny vliv na vazbu, sem patfi napfiklad
varianty N70G nebo N96F a dale mutace pobliz kavit. Tfeti skupina zahrnuje varianty
s vyznamné vysSi afinitou v porovnani s WT receptorem. Nejvyssi, pétinadsobné zvySeni
afinity, bylo pozorovano u varianty N96W, pozice 96 se naléz& na rozhrani mezi
proteiny. Kombinace této mutace s mutaci V35L nachazejici se v kavité vedla az
k sedminasobnému navySeni afinity. Ukazali jsme tak, Ze ackoliv mutace pobliZz kavit
nejsou v pfimém kontaktu s ligandem, celkové mohou zvysit afinitu v kombinaci s muta-
cemi na interak&nim rozhrani.
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Obrdzek 1. Porovnani vazby receptorovych variant vzhledem k nezménénému ,wild-type"
receptoru. Afinity byly naméfeny SPR metodou. Grafy predstavuji afinity variant s mutacemi
nachéazejicimi se na rozhrani mezi dvéma proteiny (vlevo) a mutacemi pobliZ kavit (vpravo).

Méreni spekter cirkularniho dichroismu slouZilo k ovéfeni sekundéarni struktury
WT receptoru a jeho vybranych variant (V35L, N96W a N96W+V35L). Naméfena
spektra vykazovala velmi vysokou podobnost u vSech méfenych proteind, a tudiz lze
fici, Ze mutace nezpulsobily velké zmény v celkové strukture (foldu) proteina.

Metoda SPR ma jedine¢nou vlastnost méfit kinetické vlastnosti vazby v readlném
Case. Bylo zjisténo, Ze vétSina receptorovych variant vykazovala rychlou asociaci (Kon)
s IFNg, ktera byla nasledovana rovnéz rychlou disociaci (ko). AvSak u variant N96W a
N96W+V35L byla pozorovana pomalejSi disociace, coz je pfi€ina vyssi afinity, ktera se
vyjadfuje disociacni konstantou (Kq) podle vztahu Kgq = Koi/kon, kdy nizSi hodnota Ky
znamend vysSi afinitu. Tyto jiné kinetické vlastnosti odliSuji dvé varianty s nejvyssi
afinitou od ostatnich (Obrazek 2).
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Obrazek 2. SPR sensorgramy ukazujici interakci mezi IFNg-SC a vybranymi variantami
receptoru. Varianta V35L se chova podobné jako WT, tudiz Ize pozorovat rychlou asociaci (ko) i
disociaci (kor). Dvé varianty (N96W a N96W+V35L) vykazuji pomalejsi disociaci v porovnéni
s WT receptorem, a tudiz jejich afinita (Kq) je vySsi.

Vysledky tak ukazaly, Ze vypocetni technikou je mozno navrhnout mutace v ramci
molekuly receptoru, jak na rozhrani s IFNg, tak pobliz kavit. Tento pfistup lze proto
vyuzit k dalSimu zvySeni vazby mezi dvéma proteiny, i kdyZ jejich interakce je jiz
evolu¢né optimalizovana s afinitou v nanomolarnim rozmezi.

Zavery

Cilem této prace bylo najit aminokyselinové zamény v receptoru 1 pro interferon gama
(IFNgR1), které zméni afinitu IFNgR1 k jeho pfirozenému ligandu interferonu gama
(IFNg). Dulezitym rysem prace byla kombinace vypocetni techniky s experimentalnimi
metodami.

Poc¢itacové modelovani aminokyselinovych zam  én vedoucich ke zvySeni afinity
IFNgR1 k IFNg

Pro nalezeni mutaci, které ovliviiuji vazbu mezi modelovymi proteiny IFNgR1 a
IFNg, byl vyvinut novy protokol zaloZzeny na pocitacové analyze krystalovych struktur
1FG9 (Thiel et al., 2000) and 1FYH (Randal et Kossiakoff, 2001), sekvencni
konzervovanosti a vypoctech volné energie programem FoldX (Schymkowitz et al.,
2005). Protokol byl vyuzit pfi ndvrhu nékolika jedno-, dvoj-, i troj-aminokyselinovych
zdmeén v molekule receptoru. Byly kombinovany mutace na interakénim rozhrani mezi
IFNgR1 a IFNg1 a v kavitach IFNgR1.

Experimentalni potvrzeni navrzenych mutaci
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Pro ucely této prace byl vytvofen novy protokol pro produkci a purifikaci jak IFNg,
tak ,wild-type" IFNgR1 a jeho variant. Bylo otestovano mnoho raznych protokoll pro
produkci IFNgR1 v rdznych expresnich systémech, napfiklad v hmyzich burnkach S2,
kvasinkovych burikach Pichia pastoris a bakterii Escherichia coli. VSechny vybrané
receptorové varianty byly uspésné produkovany v E. coli, refoldovany, purifikovany a
jejich vazebné vlastnosti zjiStény pomoci metody, kterA& méfi povrchovou rezonanci
plazmonud (SPR). Nejlepsi varianta nachazejici se na rozhrani mezi IFNgR1 a IFNg méla
afinitu pétkrat vyssi nez WT receptor. Tato afinita byla dale zvySena na sedminasobek
oproti WT mutaci V35L nachazejici se v kavité uvnitf receptoru, ackoliv tato mutace
sama o sobé méla podobné vazebné vlastnosti jako WT receptor.

Dale byly naméfeny teplotni stability navrzenych receptorovych variant a jejich
sekundarni struktury byly ur€eny na zakladé spekter cirkularniho dichroismu, aby bylo
vylou€eno, Ze zvySeni afinity neni zplsobeno zménou ve struktufe proteind. SPR
méreni ukazala, Ze zvySeni vazby bylo zpusobeno predevSim pomalejSi disociaci
volného IFNg od receptoru, jenz byl navazan na povrchu SPR Cipu.

Porovnani vypo ¢itanych a nam érenych afinit

PocitaCové predpovézené zmeény afinit interakci variant IFNgR1 s IFNg byly
porovnany s experimentalnimi hodnotami. Vyhodnoceni vypoctll molekularni dynamikou
naznacuje, Zze pomalejSi disociace N96W varianty, a tedy jeji vySSi afinita, je zplsobena
entropickou stabilizaci nové zavedeného tryptofanu v komplexu relativné k volnému
IFNgR1. Tryptofan je ve volném proteinu jako ¢aste¢né hydrofobni residuum destabili-
zovan a tim sniZuje entropickou penalizaci tvorby komplexu. A&koliv varianty receptoru,
které se nachazeji pobliz kavit, maji podobnou afinitu jako receptor WT, mohou zvySovat
vazbu mutaci, jenZ se nachazeji na rozhrani mezi IFNg a IFNgR1. Vysvétlenim tohoto
efektu by mohlo byt omezeni pohybu molekuly, coz muazZe souviset s entropickymi
zménami po vytvoreni komplexu (Marlow et al., 2010; Wand, 2013). Nicméné lepSi
pochopeni vlivu mutaci na vazbu mezi IFNgR1 a IFNg by vyZadovalo dikladnégjsi
termodynamickou charakterizaci a stanoveni krystalovych struktur variant ve volném
stavu i v komplexu.

Shrnuti

Tato prace se zabyvala Ukolem vypocetni metodou navrhnout mutace v proteinu
tak, aby tyto mutace déle zvysily afinitu vazby k pfirozenému vazebnému partneru
proteinu z nanomolarnich hodnot. Vysledky ukazuji, Ze takové vypocetni navrhy podpo-
fené experimentalnimi daty jsou pouZzitelnym pfistupem pro ovlivnéni vazby, ktery mize
dale pomoci k lepSimu pochopeni strukturnich a energetickych slozek uplatriujicich se
pfi interakcich mezi proteiny.
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Abstrakt

Chlupové folikuly jsou organy odvozené z ektodermu, jejichz vyvoj je Fizen
epitelo-mesenchymovou interakci. B&€hem Zivota organismu podstupuji cyklické faze
ristu, programované bunécné smrti a klidu. Obnova chlupovych folikult je dana aktivaci
somatickych kmenovych bunék. Z klinického hlediska jsou chlupové folikuly vyznamneé
diky pravidelnému stadiu fyziologické apoptdézy a pfitomnosti kmenovych bunék
ektodermalniho puvodu.

Cilem této prace bylo metodami molekularni histologie vytvofit expresni analyzu
molekularnich faktorld podilejicich se na vyvoji a rastu chlupovych folikuld na
modelovém organismu mysi a detekovat nové molekuly, které dosud nebyly popsany v
souvislosti s témito procesy.

Prace se zameéfila na transkripéni faktory z rodiny Myb a jejich souvislost s
aktivaci kmenovych bunék a na apoptotickou i neapoptotickou expresi proteinl z rodiny
Bcl-2, Fas-ligandu a kaspaz. U Myb protein bylo prokadzano, Ze se uplatiiuji pfi vyvoji
chlupovych folikull, ale jejich exprese neni totozna s vyskytem bunééné proliferace.
Navic byl protein c-Myb detekovan i v nediferencovanych burikach opoustéjicich niche
kmenovych bunék.

PFi detekci exprese molekul spojenych s apoptézou byly nalezeny nové faktory,
které zatim nebyly u chlupovych folikult popséany. U proteina slouzicich jako apoptotické
induktory (Bim, Puma, FasL, Bnip3L) byla objevena neapoptoticka lokalizace v tkani a
byly nalezeny béhem morfogeneze chlupovych folikull. Z terapeutického hlediska maze
mit ddlezitou Ulohu objev aktivace kaspazy-7 v neapoptotickych keratinocytech
chlupovych folikuld a koZnich mastocytech. Kaspaza-7 se podili na exekuénim stadiu
apoptézy, ale ma dllezitou roli béhem zanétu a byla popsana také pfi procesech
diferenciace. Jeji vyznamna uloha v kiZi je podpofena faktem, Ze u deficientnich jedinc
bylo nalezeno signifikantné zvySené mnoZstvi mastocytu.

Sméry aktualniho vyzkumu chlupovych folikuld si kladou za cil vyvinout IéCbu
onemocnéni zpusobujicich ztratu vlast a vyuzit kmenovych bunék v metodach
tkdnového inZzenyrstvi. Nutnym pfedpokladem pro indukci obnovy rustu vlast u ¢lovéka
je znalost komplexnich molekularnich drah, které jsou v téchto strukturach aktivovany.
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Uvod

Srst u zvifat plni mnoho fyziologickych i sociélnich funkci, at uz jde o zajisténi termo-
regulace, vnéjSi izolace, senzorickych vjemud, maskovani nebo navazovani vnitro-
druhovych interakci. U ¢lovéka ma v sou¢asné dobé pfitomnost vlasu hlavné socialné-
kulturni kontext. PfestoZze pred€asna ¢i prechodna ztrata vlasu zasadné neovliviiuje
kvalitu Zivota po fyziologické strance, je Casto pfitézujicim faktorem z hlediska psychiky.
Blokovani ztraty, nebo naopak indukce rastu viast tak v klinickém sméru presahuje
hranice estetické dermatologie. Soucasné studium chlupovych/vlasovych folikuld se
ubira dvéma zakladnimi sméry. Prvnim z nich je vyzkum somatickych kmenovych
bunék, které maji schopnost indukovat rust folikul a obnovovat poSkozenou tkan. Druhy
smér je zaméfen na proces apoptdzy, ktera u folikuld probiha fyziologicky, jeji
deregulace ovSem vede Kk patologickym stavim. Studium molekularnich faktort
zapojenych v aktivaci kmenovych bunék a v regulaci apoptozy je nezbytné k zajisténi
acinné terapie nejen pro pacienty trpici ztratou viasa.

Chlupové folikuly

Chlupové folikuly jsou organy odvozené z ektodermu, jejichz vyvoj je Fizen interakci
mezi epidermis a burikami mesenchymu (Schmidt-Ullrich et Paus, 2005). Béhem vyvoje
prochazi chlupové folikuly stadiem indukce, organogeneze a cytodiferenciace. Mysi
chlupoveé folikuly se zacinaji zakladat mezi ¢trnactym a patnactym dnem embryonalniho
vyvoje (ED), kdy dochazi k indukci tvorby primarnich folikuld (Schneider et al., 2009).
Faze indukce zacina ztlusténim epidermis a vznika plakoda, pod kterou se vytvafi klastr
dermalnich fibroblastl, ktery da pozdéji vzniknout dermalni papile. BEhem organo-
geneze chlupovych folikuld dochazi k masivni proliferaci keratinocytu, ktera zapficifiuje
prorustani tvoficiho se folikulu hloubégji do kuzZe. Pro stadium cytodiferenciace je chara-
kteristicky vznik a diferenciace jednotlivych struktur, které tvofi maturovany chlupovy
folikul. Vyvoj chlupovych folikul je fizen proteiny Wnt, Fgf, Bmp, Shh, Lef-1, Eda a
dalsSimi (Andl et al., 2002; Botchkarev et al., 1999; Chiang et al., 1999; Jamora et al.,
2003; Millar, 2002).

PIné vyvinuty a funk&ni chlupovy folikul se sklada z distalni (permanentni) a
proximalni (cyklujici) ¢asti. Spodni ¢ast folikulu je rozSifena a tvofi cibulku (bulb, bu),
kterd obaluje fibroblasty tvofici dermalni papilu (dermal papilla, dp). Uvniti cibulky se
nachazi proliferujici buriky matrix. Bufky matrix diferencuji do jednotlivych linii vytvare-
jicich chlupovy stvol (hair shaft, hf). Hf je obalen vnitfni kofenovou pochvou (inner root
sheath, irs) a vné&jSi kofenovou pochvou (outer root sheath, ors). Ve vrchni ¢asti folikulu
se nachazi epitelové vyklenuti (bulge, bg), které slouzi jako niche somatickych kmeno-
vych bunék (Cotsarelis et al., 1990). Nad bg je umisténa mazova Zlaza (sebaceous
gland, sg) ustici do kanalku chlupového folikulu (Schneider et al., 2009).

Béhem Zivota organismu podstupuji chlupové folikuly cyklicky se opakujici stadia
ristu, kterd jsou spojena s vyraznou zménou morfologie a genové exprese (Muller-
Rover et al., 2001; Lee et Tumbar, 2012). Cyklus chlupovych folikull Ize rozdélit do tfi
zakladnich stadii: anagen, katagen a telogen.

Anagen je stadium aktivniho ristu chlupovych folikull. Prvni anagen nastava u
mysSi kolem ¢tyf tydn véku (Muller-Rover et al., 2001). Chlupové folikuly v anagenu se
vyznacuji proliferaéni aktivitou, diferenciaci a celkovym rastem. Zakladnim predpokla-
dem pro progresi anagenu je aktivace kmenovych bunék, které vycestovavaji z bg a
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v matrix zakladaji populaci pfechodné délicich se (transit amplifying, TA) bunék
(Blanpain et al., 2004). Na regulaci anagenu se podili drdhy Wnt/B-catenin/Lef,
Shh/Patched/Gli, nebo napfiklad proteiny rodiny Bmp (Paus et Foitzik, 2004). Progrese
anagenu, a tim i regenerace folikul postupujici u mysi ve vinach, jsou fizeny dermalni
expresi proteind Bmp-2 a Bmp-4 (Plikus et al., 2008). Vliv na délku trvani anagenu ma
Wnt-7b (Kandyba et Kobielak, 2014).

Stadium katagenu je charakteristické Fizenym zanikem spodni casti folikulu.
Pokud nedojde k poruse regulace, je katagen fyziologicky proces, pfi kterém mé zasadni
tlohu apopt6za. Katagen nastupuje bezprostfedné po stadiu anagenu. U mysi se prvni
katagen objevuje mezi postnatalnim (P) dnem 14 a P18, po dokoncéeni stadia morfo-
geneze, a postupuje smérem kraniokaudalnim a dorsoventralnim (Alonso et Fuchs,
2006). Prechod do prvniho katagenu je ovlivnén expresi Fgf-5 (Hebert et al., 1994).
Béhem katagenu dochéazi k vyraznym morfologickym zménam. Spodni ¢ast folikulu
zahrnujici ors, irs a bu je eliminovdna apoptézou, velikost folikulu se zmenSuje,
dermalni papila se pfiblizuje k permanentni ¢asti folikulu (Muller-Rover et al., 2001). Pfi
drdha s tim, Ze v jednotlivych ¢astech folikulu probih& apoptéza odlisné. V matrix folikulu
je v obdobi katagenu exprimovan proapoptoticky protein Bax, transkripéni faktor p53
nebo p55-Tnfr (Lindner et al., 1997; Botchkarev et al., 2001). p53 je zapojen takeé
v apopt6ze bunék ors, které spole¢né s irs exprimuji Fas receptor. Ve folikulech pfi
katagenu dochazi i k regulaci exprese kaspaz (Botchkareva et al., 2006).

Do faze telogenu vstupuji folikuly po dokon&eni katagenu. Morfologie folikul(
vtelogenu je tedy vyrazné ovlivnéna predchozim stadiem fyziologické regrese.
Telogenni folikuly maji oproti rastové fazi malou velikost, jsou zanofené v dermis, dp
neni obklopena keratinocyty a nachazi se tésné pod permanentni ¢asti folikulu (Muller-
Rover et al., 2001). Prvni telogen u mySi nastadva mezi P19 a P21 a trva pouze jeden az
dva dny, zatimco nasledujici stadium telogenu se prodluZzuje na zhruba dva tydny
(Alonso et Fuchs, 2006).

Rlst a obnova chlupovych folikuld je dana pfitomnosti somatickych kmenovych
bunék. Niche kmenovych bunék chlupovych folikult bylo identifikovano v bg (Cotsarelis
et al., 1990). Na aktivaci kmenovych bunék se podili napfiklad proteiny Fgf, Noggin, Tgf-
B a drdha Wnt (Greco et al., 2009; Oshimori et Fuchs., 2012). Buriky bg exprimuji
specifické markery, které je odliSuji od ostatnich keratinocytd. U mysi byly charakteri-
zovany CD34 a keratin 15, u ¢lovéka pak napfiklad CD200 (Trempus et al., 2003)

KdZe je komplexni organ, ktery se vyjma bunék kozZnich derivata sklada
z epidermalnich keratinocytd, fibroblastu, adipocytd, bunék podilejicich se na imunitni
odpovédi (lymfocyty, mastocyty, dendritické bunky, makrofagy), bunék svalovych,
nervovych a bunék tvoficich cévy. Vyvoj a cyklicky rast chlupovych folikull je tak ovliv-
nén i okolnimi bufkami, jejich bunénym cyklem, vzajemnymi interakcemi a signalizaci.

Proteiny rodiny Myb
Rodina proteint Myb je sloZena ze tfi popsanych transkrip&nich faktor: A-Myb (Mybl1),
B-Myb (Mybl2) a c-Myb (bunécny homolog onkoproteinu v-Myb). Tyto proteiny jsou za-
pojeny Vv fizeni zasadnich bunécnych procesu, jakymi jsou rist, diferenciace a apopt6za
(Oh et Reddy, 1999).

MRNA genu c-myb byla detekovana v riznych typech tkani (Ess et al., 1999).
Exprese proteinu c-Myb je spojovana s nediferencovanym stavem, novéjSi poznatky ale
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ukazuji, Ze je pfitomen i v diferencovanych bunkach (Lungova et al., 2012). Na rozdil od
tkanoveé specifickych proteind A-Myb a c-Myb, protein B-Myb je exprimovan ve vétsiné
délicich se bunék (Zhou et Ness, 2011).

Apoptoza

Apoptoza je jeden ztypu programované bunécné smrti, ktery se uplatiiuje v mnoha
procesech probihajicich u Zivych organismi. Béhem apoptézy dochazi k eliminaci bu-
nék, které jsou pro organismus nepotfebné nebo potencialné nebezpecné.

Morfologické zmény bunék podstupujicich apoptézu zahrnuji zaSkrcovani pla-
zmatické membrany, pyknozu jadra vyvolanou kondenzaci chromatinu, smrstovani
buniky a zmenSovani jejiho objemu, a v konec¢né fazi pak rozpad bunky na apoptoticka
téliska fagocytovana okolnimi burikami (Kerr et al., 1972; Hacker, 2000). K apoptoze
obecné dochazi vnitini (mitochondrialni) a vnéjsi (receptorovou) cestou.

Vnitfni apoptotick& draha je iniciovana velkou fadou stimul, které pfichazi zevnitf
bunky. Zasadni podil na jejim pribéhu maji mitochondrie. Regulace vnitfni apoptotické
cesty probih& prostfednictvim proteinl rodiny Bcl-2, které pini apoptotické i antiapopto-
tické funkce. Podstupuje-li burika apoptozu, jsou nejdfive aktivovany ty proteiny z rodiny
Bcl-2, které maji pouze BH3 doménu, tzv. BH3-only proteiny. Mezi né patfi napfiklad
Bid, Bim, Puma, Noxa, Bik, Hrk (Huang et Strasser, 2000). Aktivace BH3-only proteinQ
zpUsobi aktivaci proapoptotickych efektori (Bax, Bak), které vytvafi oligomery a podili
se na pruchodnosti vnéjsi mitochondrialni membrany. Proti nim pusobi antiapoptotické
proteiny z Bcl-2 rodiny (Bcl-2, Mcl-1, Bcl-xL, Bfl-1, Bcl-w), které se mohou vazat jak
k BH3-only proteinim, tak k proapoptotickym efektordm a inhibovat tim indukci apopto-
zy. O osudu buriky rozhoduje to, které z téchto proteind jsou v prevaze (Brunelle et
Letai, 2009). Proteiny Bim a Puma patfi mezi proapoptotické BH3-only ¢leny rodiny Bcl-
2. PfestoZze BH3-only proteiny pini funkci pfi indukci apoptozy, byla popsana jejich ucast
v neapoptotickych udalostech.

VnéjSi apoptotickou drahu zprostfedkovavaji signaly z vnéjSiho prostredi, které
do bunky pfichazi pfes membranové receptory, receptory smrti. Tyto receptory patfi do
nadrodiny Tnf (Gaur et Aggarwal, 2003). Aktivace vnéjSi apoptotické drahy zacina
navazanim trimerniho ligandu na odpovidajici receptor. K pfenosu signalu dochéazi
pomoci adaptérovych molekul (FADD nebo TRADD). Fas ligand (FasL) je protein z
rodiny Tnf, ktery po navazani na svUj receptor (Fas) vyvolava apoptdézu vnéjsi cestou.
Apoptdéza vyvoland FasL ma dulezitou ulohu v imunitni odpoveédi, kdyZ je napfiklad
vyuzivana cytotoxickymi T-lymfocyty (Kagi et al., 1994). Apoptoticka i neapoptoticka
signalizace prostfednictvim drahy FasL/Fas se uplatiiuje pfi mnoha procesech, jako je
regenerace nervoveho systému, pfestavba mlécné zlazy nebo udrzovani kostni hmoty
(Song et al., 2000; Lambert et al., 2003; Wang et al., 2015). Patologicka aktivace
FasL/Fas je spjata napfiklad se ztratou vlast indukovanou chemoterapii (Sharov et al.,
2004).

Kaspazy patfi do rodiny evolu¢né konzervovanych cysteinovych proteaz, které
své substraty Stépi v misté za aspartatem. Kaspazy jsou molekuly s centralni tlohou pfi
zprostfedkovani apoptézy a zanétovych procest (Shalini et al.,, 2015). Kaspazy lze
podle jejich hlavni funkce rozdélit na zanétoveé (1, 4, 5, 11, 12) a apoptotické (2, 3, 6, 7,
8, 9, 10). Mimo tyto dvé skupiny se nachazi kaspazy -14 a -16. Apoptotické kaspazy se
dale rozdéluji na iniciacni (2, 8, 9, 10) a exekucni (3, 6, 7). Aktivované exekucni kaspazy
Stépi fadu substratd, mezi které patfi cytoplazmatické proteiny (aktin), proteiny podilejici
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se na metabolismu a reparaci DNA (PARP), dalSi enzymy, proteiny buné¢ného cyklu
(p21, pRB) nebo jaderné proteiny (laminy), coz vede k apoptotické eliminaci buriky
(Poreba et al., 2013). Kromé& apoptdzy a zanétu se v posledni dobé vénuje stale vétsi
pozornost neapoptotickym funkcim kaspaz. Kaspazy se uplatfiuji pfi terminalni diferenci-
aci bunék o¢ni ¢ocky, krevnich desti¢ek a keratinocytt, nebo pfi vyvoji nervové soustavy
(Lamkanfi et al., 2007; Erturk et al., 2014).

Cile prace

Hlavnim cilem prace bylo rozsifeni poznatki o molekularnich faktorech zapojenych do
vyvoje a rlstu chlupovych folikulGd. Prace byla zaméfena na molekuly, které nebyly
dosud u chlupovych folikull popsany, a také na nové funkce jiz popsanych molekul.
Experimentalni Cast byla provedena na prenatélnich i postnatalnich stadiich mysich
chlupovych folikuld. Dil¢i cile zahrnovaly:

1) Detekci proteina z rodiny Myb béhem vyvoje chlupovych folikult

2) Analyzu produkce proteind Myb v souvislosti s regulaci kmenovych bunék chlupovych
folikult

3) Analyzu exprese genl spojenych s apoptézou béhem obdobi prvniho mysSiho
katagenu

4) Tkanovou lokalizaci novych kandidatnich molekul detekovanych béhem katagenu

5) Detekci proteint Bim a Puma béhem vyvoje chlupovych folikult

6) Korelaci exprese proteint Bim a Puma s vyskytem apoptotickych bunék

7) Detekci aktivované kaspazy-7 v chlupovych folikulech

8) Korelaci vyskytu aktivované kaspazy-7 s apoptézou

9) Vliv deficience kaspézy-7 na mysi chlupové folikuly a okolni tkan

10) Expresi FasL u chlupovych folikuld.

11) Korelaci exprese molekul zapojenych v signalni draze FasL

12) Vliv deficience a indukce FasL na chlupoveé folikuly a okolni tkan

Material a metody

Biologicky materiél

Pro studium chlupovych folikulG byly pouzity albinotické mysi kmene CD1 (Mus
musculus var. alba) z chovu Masarykovy univerzity. MySi deficientni pro kaspazu-7
(Casp7™) byly ziskany darem od Dr. Toma Vanden Berghe z Ghent University, Belgie.
Linie byla pfipravena zpétnym kfizenim minimalné 10 generaci na genetickém pozadi
C57BL6 (Duprez et al., 2011). Mysi exprimujici nefunk&ni formu FasL (gld) s genetickym
pozadim C57BL6 byly zakoupeny z The Jackson Laboratory, Maine, USA. Vzorky byly
ziskany ve spolupréaci s Université René Descartes, Paris, Francie.

Metody
1. Pfiprava histologickych vzorku

Vzorky tkani byly odebrany, fixovany ve 4% pufrovaném paraformaldehydu, odvodnény
vzestupnou etanolovou fadou, pfevedeny do xylenu a zality do parafinu. Ze vzork( byly
pripraveny histologické fezy o tloustce 5 um.
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2. Imunohistochemie a imunofluorescence

Imunohistochemie (IHC) a jeji fluorescenc¢ni varianta imunofluorescence (IF) byly vyuZity
k specifické detekci proteinl v tkani. Histologické fezy byly zavodnény (xylen, sestupna
fada etanolu, pufr PBS), u nékterych protilatek byla provedena revitalizace antigena.
Primérni protilatky byly aplikovany na 1 hodinu pfi laboratorni teploté (RT) nebo pfes
noc pfi 4 °C. Po inkubaci vzorku s primarni protilatkou byla aplikovana sekundarni
protilatka. V pfipadé IF byly vzorky po priméarni protilatce inkubovany se sekundarni
protilatkou konjugovanou s fluorochromem (Alexa Fluor® 594, Alexa Fluor® 488, Life
Technologies, USA). Preparaty byly zhotoveny pfidanim montovaciho média s DAPI.

3. TUNEL

Metoda TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) byla
vyuZzita k detekci zlomU DNA jako markeru apoptotickych bunék. K detekci byla vyuZita
fluorescencni varianta metody (17-141, Merck Millipore, USA)

4. 1zolace RNA

RNA byla izolovana ze vzork( mysi kiize z oblasti zad v kranialnim sméru. Vzorky byly
izolovany komer¢nimi sadami RNeasy Mini Kit (Qiagen, USA) nebo RNeasy Micro Kit
(Qiagen, USA) dle pokynl vyrobce. V postupu byla zafazena inkubace s DNazou.
Izolaty o koncentraci RNA vySSi nez 40 ng/ul a vysokeé cCistoté byly pfevedeny do cDNA
pomoci SuperScript® VILO cDNA Syntesis Kit (Life Technologies, USA).

5. PCR Array
Metoda PCR Arrays (Mouse apoptosis PCR array, Qiagen, USA) byla vyuZita k analyze
expresniho profilu gend spojenych s apoptézou. Metoda je zaloZena na porovnani
exprese 84 genu u testovaného a kontrolniho vzorku, vzdy ze tfi biologickych replikant.
Narust/pokles exprese u testovaného vzorku oproti kontrolnimu vzorku je vyjadren ve
»fold change*.

Vysledky

Exprese transkripénich faktord Myb u chlupovych folikuld
Exprese proteind Myb bé&éhem vyvoje chlupovych folikuld byla sledovana ve stadiich
ED15 az P21. Protein A-Myb nebyl béhem vybranych vyvojovych stadii detekovan. Ve
stadiu ED15 bylo nékolik bunék pozitivnich pro B-Myb pozorovano ve tvoficim se foliku-
lu, v okoli folikulu a v epidermis. V dalSich vyvojovych stadiich byl B-Myb detekovan
v nékolika délicich se burikach pfevazné v matrix chlupového folikulu. B€hem prvniho
katagenu a prvniho telogenu nebyly burky exprimujici B-Myb pozorovany.

c-Myb byl v €asnych vyvojovych stadiich detekovan v epidermis, ale ne v zakla-
dajicim se folikulu. V pozdéjSich stadiich byl c-Myb pfitomen ve velkém mnozstvi proli-
ferujicich bunék v matrix folikulu, ale i v bufikach, které vstupuji do diferenciace. Silna
exprese byla pozorovana v ors. c-Myb, podobné jako B-Myb, nebyl pfitomen ve foliku-
lech ve stadiu katagenu a telogenu. Proliferujici buriky byly znaceny detekci PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen). Béhem vyvoje folikull se exprese proteinu c-Myb
prekryvala s proliferaci jen Caste¢né.

V stadiu P25 byly chlupové folikuly v obdobi aktivniho rustu, c-Myb byl detekovan
v souvislosti s vyskytem kmenovych bunék. Burnky bg byly detekovany pomoci CD34.
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Exprese proteini c-Myb a CD34 se neprekryvala. Bunky pozitivni pro c-Myb byly
pozorovany pfevazné pod bg v oblasti ors. Bunky pozitivni pro oba proteiny se
vyskytovaly ojedinéle. Exprese proteinu c-Myb byla patrna v bu, ktera byla CD34-
negativni. Pozitivni korelace mezi B-Myb a CD34 nebyla pozorovana.

Exprese genu spojenych s apoptézou

Detekce exprese genl spojenych s apoptdézou v mySi kuzi byla provedena metodou
PCR Arrays. Genova exprese byla studovana ve stadiich P6 (stadium proliferace,
apoptoza se vyskytuje ojedinéle), P15 (¢asné stadium katagenu) a P17 (pozdni stadium
katagenu). Béhem Casné faze katagenu byl detekovan vyznamny narust exprese genu
Bnip3l. Vyznamny pokles v genové expresi byl pozorovan v pfipadé genu kddujiciho
kaspazu-14, Cradd a Tnf-a. V P15 byla také pozorovana rozdilna exprese u Caspl2,
Naipl, CD40, CD70 a Nme5, nicméné bez poZadované statistické vyznamnosti.

V pozdnim katagenu doSlo proti P6 ke statisticky vyznamnému zvySeni u Api5,
Bcl10, Bcl2I1, Birc5, Bnip3l, Casp2, Caspl2, Dadl, Fadd, Pycard, Tnfrsfl1lb, Tnfrsfla,
Traf2 a Trp63. Naopak statisticky vyznamné sniZzeni genové exprese bylo pozorovano u
Apafl, Bakl, Bax, Birc3, Casp6, Casp9), Cideb, Trafl a Trp53.

Dynamicka zména genové exprese v pribéhu katagenu byla sledovana mezi
stadii P15 a P17. V tomto obdobi dochézelo k vyznamnému zvySeni Api5, Bag3, Bcll10,
Bcl2l1, Birc5, Cardl10, Casp2, Casp7, Caspl2, Cd40, Dadl, Fadd, Nfkbl, Pycard,
Tnfrsfllb, Tnfrsfla, Traf2 a Trp63. Statisticky vyznamny pokles v genové expresi byl
pozorovan u Bakl, Bax, Birc3, Casp6, Casp9, Cideb, 1110, Trafl a Trp53.

Jako nové kandidatni molekuly byly vybrany geny Bnip3l a Caspl2. Exprese
Bnip3l byla zvySena v obou testovanych stadiich katagenu o 63 %. Exprese Caspl2
méla v P15 zvySeny trend a v P17 vykazovala vyznamny nérdst s ,fold change* 25,63.
Lokalizace protein Bnip3L a kaspazy-12 v tkani byla detekovana imunofluorescencné.
Ve stadiu P6 byla exprese proteinu Bnip3L pozorovana v burikach matrix chlupovych
folikuld a v ors. Ve stadiu P15 byl Bnip3L detekovan v matrix folikulu a ors. Stadium
P17 bylo charakteristické regresi spodni ¢asti folikulu. Bnip3L byl lokalizovan ve spodni
Casti folikulu a v ors . Exprese kaspazy-12 byla studovana zaroven s lokalizaci apoptotic-
kych bunék. Ve stadiu P6 byla kaspaza-12 detekovéana v irs, apoptdza se vyskytovala
pouze ojedinéle. V P15 byly apoptotické bunky pfitomny virs, kde byla kaspaza-12
detekovana také. Podobna exprese kaspazy-12 byly pozorovana v P17, kde jeji lokaliza-
ce v irs korelovala s vyskytem apoptozy.

Lokalizace proteind Bim a Puma byla sledovana ve vyvoji chlupovych folikult a
béhem prvniho katagenu. V ED15 Bim nebyl detekovan, protein Puma byl pozorovan
v peridermu, bazalnich buikach epidermis a v epitelové Casti zakladajiciho se folikulu.
V ED17,5 nebyla exprese Bim detekovana. Exprese proteinu Puma byla pozorovana
v bazalnich burikadch epidermis a v epitelu chlupového folikulu. V pozdéjSich stadiich (PO
a P5) byly oba proteiny detekovany v irs. Ve stadiu P13 byla slaba exprese proteinu Bim
patrna v ors, irs a matrix chlupového folikulu. VyraznéjSi pozitivni signal byl pozorovan
v dermis. Protein Puma byl detekovan ve stejnych ¢astech folikulu jako Bim. V tomto
stadiu bylo pozorovano pouze nékolik apoptotickych bunék, pfevazné virs. Ve stadiu
P15 byl Bim detekovan ve spodni ¢asti folikulu a v dermis. Exprese proteinu Puma byla
pozorovana v ors a v bu. TUNEL-pozitivni buriky se objevovaly ojedinéle a jejich vyskyt
nekoreloval s oblastmi pozitivnimi pro Bim a Puma. Stadium P18 bylo charakteristické

36



vyskytem apoptotickych bunék. U obou proteinl se exprese pouze Castecné prekryvala
s lokalizaci apoptézy.

Exprese FasL byla studovana béhem vyvoje chlupovych folikuld a b&éhem prvniho
stadia katagenu. FasL byl detekovan ve vyvijejici se epidermis a v pozdé&jSich stadiich i
ve chlupovych folikulech. BEéhem prvniho katagenu byl FasL lokalizovan v ors a jeho
exprese pozitivné korelovala s vyskytem Fas a ¢astecné i apoptdzou. Vliv deficience
funkéni formy FasL na morfologii chlupovych folikuld a okolni tkané byl zkouman u
jedincu ve stadiu P29. Analyzovany byly tfi mysi gld (postradajici funkéni FasL) a tfi
kontrolni mysi. U gld mysi byl pozorovan rozdil v morfologii kiZze a posun cyklu chlupo-
vych folikuld.

PFitomnost Stépené (aktivované) kaspazy-7 pfi vyvoji chlupovych folikull byla
sledovana mezi stadii ED15 az P15. Ve stadiu ED15 byla Stépena kaspaza-7 pozoro-
vana v epitelu zakladajicich se chlupovych folikull. Béhem pozdéjSich stadii vyvoje,
ED17,5 a PO, se Stépenad kaspaza-7 nachazela v epitelovych burikach chlupovych
folikuld. Ve stadiu PO byla aktivni kaspaza-7 pozorovana i v bunkach hematopoetického
puvodu nachazejicich se okolo folikuld. Stadium P5 bylo spojeno s vyraznym detekénim
signalem aktivované kaspazy-7 v bu, a to i v keratinocytech podstupujicich diferenciaci.
Ve stadiich P13 a P15 byla aktivovana kaspéza-7 stale pfitomna ve spodnich ¢astech
folikult, zatimco vrchni ¢asti folikult byly negativni.

V navaznosti na detekci kaspazy-7 béhem utvareni chlupovych folikuli v ED15
bylo toto stadium vybrano k analyze zmén genové exprese u jedinct deficientnich pro
kaspazu-7 oproti kontrolam. Metodou PCR Arrays byly detekovany zmény genové
exprese genu spojenych s molekularnimi drahami kaspaz. Vzorky kuze postradajici
kaspazu-7 vykazovaly statisticky signifikantni zmény genové exprese v genech Caspl,
Caspl2 a Caspl4.

Aktivovana kaspaza-7 byla detekovana béhem prvniho mysiho katagenu. Jeji
tkanova distribuce korelovala s distribuci aktivované kaspazy-3. B&éhem katagenu byla
kaspaza-7 lokalizovana v bunécnych jadrech a apoptotickych téliscich. Naopak v
anagenu (P25) byly keratinocyty v matrix folikulu pozitivni pro aktivovanou kaspazu-7,
ktera byla lokalizovana v cytoplazmé. V tomto stadiu nebyla pfitomna kaspaza-3 ani
apoptéza.

Béhem vyvoje a prvniho cyklu chlupovych folikulu byla pozorovana aktivace
kaspazy-7 v bunikach hematopoetického pavodu lezicich okolo chlupovych folikull. Po
imunofluorescencni detekci aktivni kaspazy-7 a nasledném barveni stejnych preparatd
toluidinovou modfi bylo zjiSténo, Ze tyto burky jsou koZni mastocyty. Zaroven bylo
prokazano, Zze mastocyty vtomto stadiu nejsou apoptotické. Aktivovana kaspaza-7
v mastocytech byla pozorovana i v dalSich stadiich. U dospélych jedinct postradajicich
kaspazu-7 byl prokdzan statisticky signifikantni (P=0,000103) narust v poctu kozZnich
mastocyt(.

Diskuse

Transkripéni faktory Myb v chlupovych folikulech (Vesela et al., 2014)

Béhem vyvoje mysSich chlupovych folikuli byla detekovana pfitomnost proteind B-Myb a
c-Myb. B-Myb byl exprimovan v oblastech s proliferaéni aktivitou a nizkou mirou diferen-
ciace. Béhem prvniho stadia katagenu a telogenu se B-Myb v chlupovych folikulech
nevyskytoval. Toto pozorovani je v souladu s publikacemi, které popisuji ulohu proteinu
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B-Myb v bunécéné proliferaci a indukci pfi pfechodu bunék z faze G1 do faze S bunécné-
ho cyklu (Sitzmann et al., 1996). Nedavné studie navic ukazala, Ze over-exprese B-Myb
potlaCuje keratinizaci epitelovych bunék a naopak buriky udrzuje v nediferencovaném
stavu (Maruyama et al., 2014). Pfestoze pfitomnost proteinu c-Myb byla popsana u
nediferencovanych a proliferujicich bunék riznych typu tkani, byl c-Myb detekovéan také
v diferencovanych burikach (Ess et al., 1999; Hwang et al., 2007; Lungova et al., 2012).
K vyrazné expresi proteinu c-Myb dochézelo v postnatélnich stadiich, navic exprese c-
Myb pouze Castecné korelovala s vyskytem proliferujicich bunék. Detekce proteinu c-
Myb v zénéch keratinizace chlupu potvrdila pfedpoklad, Zze c-Myb je exprimovan také
v bunkéch podstupujicich diferenciaci do irs (Ess et al., 1999).

U obou proteinu byly detekovany odlisné expresni profily, které indikuji rozdilné
funkce béhem vyvoje chlupovych folikuld. Na zakladé téchto vysledku Ize predpokladat,
Ze c-Myb je zapojen do regulace rustu chlupovych folikult v postnatalnim vyvoiji.

Exprese proteind c-Myb a B-Myb v chlupovych folikulech byla dale pozorovana
v souvislosti s lokalizaci niche kmenovych bunék. c-Myb ma dulezitou Ulohu bé&hem
hematopoézy, kdy se zasadné podili na proliferaci a diferenciaci hematopoetickych
bunék (Zhou et Ness, 2011). Dostupna data tak potvrzuji, Ze c-Myb je dulezity regula-
tor bunééné diferenciace a migrace. V in vitro systému bylo prokazano, Ze c-Myb v tkani
tenkého stfeva ovliviuje sebeobnovu kmenovych a progenitorovych bunék a kontroluje
expresi genu stfevnich kmenovych bunék, napfiklad Lgr5 (Cheasley et al., 2011). U
chlupovych folikuld nekorelovala exprese proteind Myb s lokalizaci niche kmenovych
bunék. c-Myb byl pfitomen v bufikach lezicich tésné pod bg v ors. Tato oblast byla
popsana jako misto, ve kterém se vyskytuji délici se a migrujici bunky z bg, které
nasledné vytvaii v matrix folikulu populaci TA bunék (Nowak et al., 2008). Vysledky
naznaCuji, Zze exprese proteinu c-Myb neni pravdépodobné nutnd pro regulaci pomalu
se délicich kmenovych bunék chlupovych folikuld v niche, ale mize mit Glohu v aktivaci
proteinu c-Myc, ktery také funguje jako transkripéni faktor (Watt et al., 2008). Promotor
c-myc je transkripéné aktivovan proteinem c-Myb, jak bylo prokazano u riznych mysich
bunécnych linii (Cogswell et al., 1993). Udrzovani klidového stavu populace kmenovych
bunék chlupovych folikull je Fizeno nizkymi hladinami proteinu c-Myc, zatimco k aktivaci
je potfeba zvySenda hladina tohoto proteinu (Watt et al., 2008). NaSe pozorovani nazna-
¢uje moznou kooperaci mezi proteiny c-Myb a c-Myc pfi regulaci kmenovych bunék
chlupovych folikuld. Podobny typ interakce byl prokazan v regula¢nich drahach ve
stfevé, kde jsou c-Myb a c-Myc spojeny se signalizaci Wnt (Ciznadija et al., 2009;
Cheasley et al., 2011).

Zmeény genove exprese béhem prvniho mysSiho katagenu (Vesela et Matalova, 2015a)

Stadium prvniho mySiho katagenu je obdobi dokoncovani vyvoje chlupovych folikulu.
Béhem prvniho katagenu jsou chlupové folikuly synchronizovany (Alonso et Fuchs,
2006). Zmény genové exprese byly sledovany za ucelem specifikace novych molekul,
které se mohou podilet na udrZzovani fyziologické rovnovahy klze. Fyziologicky fizena
apoptéza béhem katagenu je komplexni proces, ktery je soucasti homeostazy kize a
neovliviuje pouze chlupové folikuly, ale také mnozstvi okolnich bunék. Apoptoza
chlupovych folikull je regulovana souhrou proapoptotickych i antiapoptotickych faktoru.
Neékteré molekuly primarné aktivované béhem apoptozy byly identifikovany také béhem
fyziologického rastu chlupovych folikull (Botchkareva et al., 2006). Aktivace apoptotic-
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kych molekul v chlupovych folikulech je provazena blokovanim apoptdzy v okolnich
bunkach, aby nedoslo k poruSeni homeostazy kuze jako celku. Navic neapoptoticke
faze cyklu chlupovych folikul( probihaji sou€asné s jinym typem bunécné smrti, kornifi-
kaci keratinocytd (Lippens et al., 2009). Koordinace téchto procesl v tkdni maze byt
spojena se zvysSujici se hladinou exprese antiapoptotickych (napf. Dadl, Birc5 a Api5) a
snizujici se hladinou exprese proapoptotickych genu detekovanych béhem prvniho
katagenu.

Dadl, u kterého byla detekovana extrémni zména exprese, nebyl dosud popsan
u chlupovych folikuld nebo kuze. Vysoky narist muze byt vysledkem obrany neapopto-
tickych bunék proti eliminaci, podobné jako to bylo pozorovano u nadorovych bunécnych
linii (Yoon et al., 2010). Vyznamné zmeény exprese byly detekovany u nékolika gent
kodujicich proteiny s TNF/TNFR doménami a asociované faktory, jako napfiklad pokles
v expresi Tnf-a ve stadiu P15. Tnf-a miZe mit nékolik odliSnych funkci. Rychly néarist
exprese Tnf-a v koznich keratinocytech a fibroblastech je spojovan s odpovédi na
ozareni UV (Bashir et al., 2009). U ¢lovéka TNF-a podnécuje pfechod folikull ze stadia
anagenu do katagenu v podminkéch in vitro (Hoffmann et al., 1996). K indukci apoptézy
vyvolané Tnf-a je potfebna ucast dalSich proteinu, jako je gasdermin (Lei et al., 2012).

NaSe vysledky dale ukazaly rozdilnou regulaci p53 a p63 ve stadiu P17, kdy
transkripce Trp53 klesala a transkripce Trp63 stoupala. Oba proteiny maji v kazi odliSné
Glohy (LeBoeuf et al., 2010). Zatimco protein p63 je nutny pro spravny epidermalni vyvoj
a specifikaci koznich derivata, p53 indukuje apoptdzu keratinocytd matrix pfi fyziologic-
kém stadiu katagenu (Botchkarev et al., 2001; Truong et al., 2006; LeBoeuf et al., 2010).
Nedavné studie prokazaly nové ulohy p53 v kuZzi, jako je napfiklad udrzovani proliferac-
niho potencialu kmenovych bunék (Freije et al., 2014). Narust v expresi p53 u chlupo-
vych folikuld je vétSinou spojen s indukci patologickych stavu, jako je napfiklad ztrata
vlasu vyvolana chemoterapii (Paus et al., 2013). Oba proteiny, p53 i p63 jsou také
aktivovany po ozéfeni UV (Ziegler et al., 1994; Yang et al., 1999). Rozdilna regulace
obou genu béhem katagenu tak maze byt vysledkem rozdilnych procesu probihajicich
v KaZi.

Samotné zmény v expresi ¢lenu rodiny Bcl-2 nejsou vétSinou zasadni pro indukci
apoptozy, protoze jejich regulace je ovlivnéna komplexnimi proteinovymi interakcemi.
Deregulace nékterych ¢lend rodiny Bcl-2 se vyskytuje u nadorovych onemocnéni kize
(Nys et Agostinis, 2012). V ¢asném i pozdnim katagenu byla detekovana zvySena
exprese genu Bnip3l, a proto byla u této molekuly provedena tkanova lokalizace na
arovni proteinu. Bnip3L patfi do podrodiny BH3-only proteind (Matsushima et al., 1998).
PfestoZe pravé BH3-only proteiny rodiny Bcl-2 maji zdsadni Glohu v indukci apoptozy,
byly prokazany i neapoptotické funkce téchto molekul (Happo et al., 2012). Pfitomnost
proteinu Bnip3L byla detekovana v keratinocytech ve spodni €asti folikulu, a to i ve
stadiu P6. U diferencujicich bunék se exprese ztracela. Vysledky naznacuji, Ze Bnip3L
by mohl mit zatim nespecifikované funkce v malo diferencovanych keratinocytech.

Béhem analyzy byly detekovany zmény genové exprese u nékolika kaspaz.
Vyrazny pokles kaspazy-6 v P17 koreloval s jeji lokalizaci, kdy Stépen& kaspaza-6 byla
pozorovana v neapoptotickych fibroblastech dermalni papily ve stadiu P6. Fyziologické
funkce kaspazy-6 nebyly zatim pfiliS prozkoumany, z neapoptotickych funkci byla
diskutovana uloha v hipokampu u potkana (Narkilahti et Pitkdnen, 2005). ZvySena
exprese gend Casp2 a Caspl2 byla pozorovana v P17. Uloha kaspazy-12 zatim neni
zcela objasnéna. Kaspaza-12 byla popséana jako aktivator apoptdzy vyvolané stresovymi
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faktory pro endoplazmatické retikulum a byla nalezena béhem apoptézy v riznych bu-
nécnych typech (Szegezdi et al.,, 2003). U chlupovych folikuld dochazelo k nardstu
exprese kaspazy-12 v pozdéjSich stadiich katagenu a imunofluorescenéné byla lokalizo-
vana v irs. V této oblasti vyskyt kaspazy-12 pozitivné koreloval s vyskytem apoptotic-
kych bunék. Z dostupnych vysledku Ize pfedpokladat, Ze kaspaza-12 muze byt zapojena
do fyziologické apopt6zy chlupovych folikulld. Kaspaza-12 byla u chlupovych folikuld
popsana poprve.

Analyza genové exprese béhem prvniho mysiho katagenu prokézala, Ze dochazi
ke zménam exprese u raznych skupin genu, a detekovala nové kandidatni molekuly,
které by mohly byt zapojeny v tomto procesu.

Bim a Puma jsou exprimovany pfi vyvoji chlupovych folikuld a jejich lokalizace nekorelu-
je s apopt6zou (Vesela et Matalova, 2015b)

Proteiny Bim a Puma patfi mezi iniciatory vnitfni apoptotické drahy (Huang et Strasser,
2000). Bim ma ddlezitou Ulohu pfi vyvoji riznych organu, coz bylo potvrzeno faktem, Ze
mySi embrya deficientni pro Bim umiraji v asnych vyvojovych stadiich (Bouillet et al.,
1999). P¥i vyvoji chlupovych folikult byl Bim detekovan ve vyvijejicim se irs ve stadiu PO
a jeho exprese zuUstala zachovana i ve stadiu P5. Bim se uplatiuje pfi morfogenezi
dalSiho organu odvozeného z ektodermu, mlééné zlazy, kde funguje jako nezbytny regu-
lator apoptdzy, a tim zajistuje spravny vyvoj (Mailleux et al., 2007). Uloha proteinu Puma
nebyla zatim pfi vyvoji tkani pfilis popsana. V kuzi byla exprese proteinu Puma deteko-
vana v bazalni vrstvé vyvijejici se epidermis ve stadiich ED15 a ED17,5. Nékolik studii
ukazalo, Zze Puma ma zéasadni ulohu v indukci epidermalni apoptdzy vyvolané drahou
p63 (Lee et al., 2007; Pyati et al., 2011). Draha p63 se uplatiuje pfi vyvoji a udrzovani
ristu epidermis a protein p63 byl také dfive detekovan v bazalni vrstvé epidermis
(Pellegrini et al., 2001; Candi et al., 2007). Proteiny Bim a Puma byly detekovany pfi vy-
voji chlupovych folikull a okolni tkané, pfevazné v burikach tvoficich irs. Lokalizace
proteint nekorelovala s vyskytem apoptdzy, coz naznacuje mozné neapoptotické funkce
téchto primarné apoptotickych proteint pfi formovani chlupovych folikuld a epidermis.

Podle nasi analyzy byly Bim a Puma exprimovany v chlupovych folikulech b&éhem
prvniho katagenu, ale jejich exprese nekorelovala s vyskytem apopt6ozy. Pokud se Bim
vyskytuje ve vysSich koncentracich, je pro bunku toxicky a musi byt neutralizovan anti-
apoptotickymi ¢leny rodiny Bcl-2 (O’Connor et al., 1998). Exprese Bim korelovala s dfi-
ve popsanym vyskytem proteinu Bcl-2 (Lindner et al., 1997), ktery ho miZe neutralizovat
a zabrénit tak indukci apoptozy.

Analyza exprese proteini Bim a Puma béhem prvniho mysiho stadia katagenu
prokazala, Ze jejich lokalizace koreluje s vyskytem apoptdzy pouze v ¢astech folikull a
objevuje se i v neapoptotickych burfikach. Bim a Puma tak mohou mit v chlupovych foli-
kulech i jiné, zatim nedefinované funkce mimo apoptézu. Neapoptotické funkce proteinu
Bim uZ byly prokazany pfi pfezivani nadorovych bunék (Gogada et al., 2013). Vzhledem
k vzdjemnym proteinovym interakcim v rdmci rodiny Bcl-2 mohou byt do regulace ristu
chlupovych folikult zapojeny i dalSi BH3-only proteiny, které zatim nebyly v této tkani
popsany.

FasL je exprimovan v chlupovych folikulech
Neuplna korelace exprese FasL s apoptézou ukazuje na mozné neapoptotické funkce
tohoto proteinu. Neapoptotické ulohy signalizace FasL/Fas byly dfive prokazany napfi-
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klad u erytropoézy (Carlile et al., 2009). U keratinocytl byly pozorovany rozdily v indukci
apoptozy pomoci FasL v zavislosti na jeho bunécné lokalizaci (Viard-Leveugle et al.,
2003). Solubilni forma FasL navic pravdépodobné spousti neapoptotickou signalizaci
pres Nf-kB vedouci k buné&cné proliferaci a tvorbé zanétu (O'Reilly et al., 2009).

Vyznamny vliv FasL signalizace na chlupové folikuly byl potvrzen u gld mysi ve
stadiu P29. Gld jedinci maji spontanni bodovou mutaci v genu pro FasL, kterd mé za na-
sledek nefunkéni formu proteinu (Takahashi et al., 1994). Pfitomnost nefunkéniho FasL
u chlupovych folikuld vyvolala rozdil v morfologii a stadiu ristového cyklu. Vysledky
tykajici se exprese a deficience FasL u mySich chlupovych folikuld budou slouZit jako
podklad pro funk&ni experiment sledujici vliv up-regulace signalni drahy FasL na morfo-
logii chlupovych folikuld.

Lokalizace kaspazy-7 v chlupovych folikulech a mastocytech (Vesela et al., 2015)
Pravidelny zanik keratinocytl chlupovych folikull je proces, u kterého je vyZadovana
aktivace kaspaz (Botchkareva et al., 2006). Kaspaza-7 patfi mezi apoptotické exekuéni
kaspazy a ma vyznamnou ulohu pfi zanétovych procesech (Lamkanfi et Kanneganti,
2010). Aktivni kaspaza-7 byla také popsana v neapoptotickych a diferencujicich buri-
kach (Matalova et al., 2012; Svandova et al., 2014).

V chlupovych folikulech nebyla zatim aktivovana kaspaza-7 popsana. V nasi stu-
dii byl vyskyt aktivované kaspézy-7 pozorovan v obdobi morfogeneze chlupovych foliku-
I, béhem prvniho stadia katagenu, a také v okolni tkani.

Na rozdil od kaspazy-3 nebyla kaspaza-7 popsana jako protein UcCastnici se
terminalni diferenciace embryonalnich epidermalnich keratinocyt (Lippens et al., 2000;
Okuyama et al., 2004). U chlupovych folikulG byla aktivace kaspazy-7 pozorovana ve
vyvijejicim se folikulu od stadia ED15. V souladu s dfive publikovanymi vysledky (Magerl
et al., 2001) i naSimi vysledky, nejsou rana stadia vyvoje chlupovych folikuld spojena
s vyskytem apoptdzy a kaspaza-3 neni v bunkach aktivni. NaSe vysledky prokazaly, Ze
nedostatek kaspazy-7 ovliviiuje genovou expresi v kizi a aktivovana kaspaza-7 se
nachazi v proliferujicich a diferencujicich burikach chlupovych folikult, coZz ukazuje na
moZné neapoptotické role tohoto enzymu. Tuto hypotézu podporuje i lokalizace aktivo-
vané kaspéazy-7 v cytoplazmé a ne v jadre. Vliv subcelularni lokalizace kaspaz na jejich
rozdilnou funkci byl popsan dfive (Zhivotovsky et al., 1999; Yaoita, 2002; Ramuz et al.,
2003).

Béhem vyvoje a prvniho cyklu rastu chlupovych folikuld byla patrna aktivace
kaspazy-7 v burikdch hematopoetického pavodu v dermis a v okoli folikul(. Bylo potvr-
zeno, Ze tyto buriky jsou mastocyty. Pfitomnost aktivované kaspazy-7 v neapoptotickych
mastocytech byla popsana poprvé. Podobné jako v pfipadé nasSeho pozorovani aktivni
kaspazy-7 byla dfive v neapoptotickych mastocytech popsana pfitomnost aktivni
kaspazy-3 (Garcia-Faroldi et al., 2013). Navic pfestoZze u dospélych zvifat nebyla
pozorovana zména fenotypu klze, vykazovaly jedinci deficientni pro kaspazu-7 statistic-
ky vyznamné zvySeni poctu mastocytl. Z vysledkd tak vyplyva, Ze aktivni kaspaza-7
muze mit neapoptotické funkce u mastocytd. MoZznym mechanismem muze byt regulace
cytokinu interleukinu-33 (1-33). 1I-33 aktivuje mastocyty a bylo popsano, Ze podporuje
proliferaci mastocytu v draze nezavislé na c-kit (Sabatino et al., 2012; Saluja et al.,
2014). Kaspaza-7 muze 1I-33 Stépit s velkou ucinnosti, a timto proteolytickym Stépenim
potlacuje aktivitu II-33 (Luthi et al., 2009). Nedostatek kaspazy-7 by tak zvySoval aktivaci
[I-33, a tim podporoval proliferaci mastocytu.
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Zaver

Molekularni analyza genové exprese v chlupovych folikulech se zaméfila na dva dilezité
procesy: aktivaci kmenovych bunék a fyziologické stadium apoptdzy. Do téchto procesu
je zapojena cela fada molekul, ¢ast z nich nebyla dosud u chlupovych folikul popsana,
nebo nebyla definovana jejich pfesna funkce. V prvni ¢asti této prace byla u modelového
organismu mysi porovnavana exprese transkripénich faktorl Myb s proliferaci a vysky-
tem kmenovych bunék, v druhé Casti porovnavana lokalizace vybranych apoptotickych
molekul s apoptdézou a neapoptotickymi udalostmi.

Transkripcni faktory Myb byly nalezeny ve vyvijejicich se chlupovych folikulech a
jejich tkanova lokalizace nebyla totozna s vyskytem proliferace. c-Myb byl detekovan
také v diferencujicich bunkach a v burikdch opoustéjicich niche.

Dale byla provedena analyza genové exprese molekul spojenych s apoptézou
béhem prvniho mysiho katagenu a byly nalezeny a lokalizovany nové kandidatni mole-
kuly.

Proteiny Bim a Puma, molekuly vnitini apoptotické drahy, byly popsany béhem
vyvoje chlupovych folikult a jejich vyskyt neodpovidal apoptéze.

Aktivovana kaspaza-7 byla detekovana béhem vyvoje chlupovych folikuld, a to i
v bunkach, které nepodstupuji apoptozu. V katagenu byla nalezena pozitivni korelace
mezi vyskytem Stépené kaspézy-7, kaspazy-3 a apoptozy. Navic byla prokdzana rozdil-
na apoptotickd a neapoptoticka bunécna lokalizace Stépené kaspazy-7. Aktivovana
kaspaza-7 byla identifikovana také v koZnich mastocytech, jejichZ pocet byl signifikantné
zvySen u jedincu deficientnich pro kaspazu-7.

Exprese FasL byla popsana béhem morfogeneze chlupovych folikuld a byla
porovnana s expresi Fas receptoru a vyskytem apoptozy. U jedincu deficientnich pro
funk&ni formu FasL bylo pozorovano rozdilné ¢asovani cyklu chlupovych folikulu.

Z vysledkd vyplyva, Ze nékteré apoptotické induktory (Bim, Puma, Bnip3L, FasL)
se béhem vyvoje chlupovych folikull vyskytuji i v bufikadch nepodstupujicich apoptézu a
molekularni efektory (kaspaza-7) mohou byt neapoptoticky aktivovany. Na molekularni
analyzu in situ tak mohou navéazat funkéni experimenty zamérfujici se na konkrétni
molekuly s cilem upfesnit jejich vliv na formovani dané struktury a regulaci procest s tim
spojenych.
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uspésné ji obhajila dne 27.11. 2015.
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Perli €ky ze Skolnich lavic

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

~Pohlavni vybér se projevuje i u Clovéka; muzi se snazi ty samicky na sebe upozornit
treba tim, kde udéla lepsi stojku.”

*k%

,Praclovék zil v 7. — 9. stoleti.”

*kk

»Vyzkum cit(, to je cytologie.”

*k%k

»(na otazku ,Variabilitia znak( vlivem prostfedi“ odpovida studentka): , To je tfeba, zZe
nam na horéch roste delSi ochlupeni.”

*k%k

.,Na DNA rozliSujeme introny a extrony."
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Pro kalibraci manualnich a elektro-
nickych pipet a davkovaél s presnosti
0,1 pl je potieba spravné stanovit
hmotnost pipetované destilované vody
s presnosti 0,00001 gramu. Je tieba
eliminovat vibrace a odpar v samot-
ném pribéhu pipetovani.

Kalibraéni laboratof je vhodné umistit
na klidném misté, napf. ve sklepé bu-
dovy, kolem které nevedou tramvajové
koleje ¢i silnice pro nakladni vozidla.
Sklep je vhodny také pro eliminaci
zmén odparu vlivem denniho svétla

a pravanu. Stala teplota, minimalni
proudéni vzduchu, vysoka vlhkost

a omezeni vibraci jsou zakladem
uspéchu. Oviem nejdualezitéjsim pa-
rametrem jsou pravidelné kalibrované
vahy s presnosti na 6 desetinnych
mist, kvalitné odpruZzeny vazni stolek
s Zulovou deskou, a veskera opatieni
proti proménlivému odparu. Proti

www.eppendorf.cz

- Viodéradska 2552/16 - 251 01 Riany u Prahy - Tel.: +420 323 605 454 - E-mail:
G, Germany.

odparu je nutné mit v laboratofi zvlhéo-
vac vzduchu (pobyt ve spravné kalibraéni
laboratofi je vybornou pfipravou pred
cestou do tropickych krajin), vodni past
na vahach, vahy s automatickym zavi-
ranim, destilovanou vodu, predvihéené
3picky a pipetovat pfimo na vaznici,

aby se cesta vody vzduchem zkratila

na minimum.

Spravna metodika je podminkou dobrych
vysledki: pipetu nejprve promaéknout,
nasazenou Spicku predvlhéit, nasavat kol-
mo a pipetovat pod Ghlem 45°, pipetovat
pomalu a méfeni zopakovat 10x.

PFi nedodrzeni téchto postupd Ize kali-
braci provést i rychleji a docela levné.
Pro spravny vysledek jsou viak trpélivost,
soustfedéni a pokora podminkou.

Vice na www.eppendorf.cz -> Podpora
a servis -> Kalibrace a servis pipet

logo are registen

images.

eppendorf
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cobas® EGFR Mutation

Test v2 (CE-IVD)

cobas’ EGFR Mutation
Test v2 identifikuje
mutace v exonech
18,19, 20 a 21 EGFR

genu
v
‘.
&
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120 00 Praha 2
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Predstavujeme novy produkt:
cobas® EGFR Mutation Test v2,
certifikovany pro in vitro diagnostiku (CE-1VD).

Novy cobas® EGFR Mutation Test v2 (CE-IVD) identifikuje ve vzorku DNA
izolovaném z plazmy nebo tkané pacientti s nemalobunéénym plicnim karcinomem
(NSCLC) gen receptoru pro epidermélni ristovy faktor (EGFR). Test je rovnéz
uziteénym ndstrojem pro vybér pacienti s NSCLC vhodnych k 1é¢bé inhibitory EGFR
tyrosinkindzy (TKI).

Prednosti testu

« Siroké pokryti mutaci — cobas® EGFR Mutation Test v2 (CE-IVD) je zaloZen
na PCR v redlném c¢ase a identifikuje 42 mutaci v exonech 18—21, véetné
L858R, L861Q a mutace pro rezistenci na TKI, T790M.

« Vhodny pro vzorky plazmy i tkané — cobas® test je uréen jak pro testovani
vzorku plazmy, tak tkdné a umoziuje testovat soucasné oba druhy vzork( na
jedné desticce. Firma Roche rovnéz investovala do vyvoje cell-free DNA
(cfDNA) izolaéniho kitu optimalizovaného pro extrakci volné DNA z plazmy.

* Kontinualni pracovni postup od izolace k vysledku — Aby byla zajisténa
plynulé integrace kitu cobas® EGFR Mutation Test v2 do jiZ existujicich
laboratornich postupt, navézala firma Roche na tspésny EGFR test prvni
generace. Pri testovani DNA z plazmy trva cely pracovni postup od izolace DNA
k ziskéni vysledku méné nez ¢tyfi hodiny. Pii testovani vzorku tkané je cely
proces hotovy za méné nez osm hodin.

« Semi-Quantitative Index (SQI) — pro testovani vzorkt plazmy jsme do
vysledného reportu testu cobas® EGFR Mutation Test v2 zaiadili novou
hodnotu, tzv. semi-kvantitativni index (Semi-Quantitative Index — SQl). Tato
hodnota vyjadiuje zménu mnozstvi mutované volné DNA (cfDNA) ve vzorku.
Pii opakovaném testovani pomoci EGFR mutac¢niho testu umoziiuje hodnota
SQl uréit tendenci v progresi nadoru.

Pro vice informaci o produktech na detekci EGFR mutace

* navstivte http://molecular.roche.com,
* kontaktujte svého obchodniho zastupce,
* napiste ndm na: prague_marketing.propagace@roche-diagnostics.cz.

cobas’

Life needs answers



