


Zapis ze sch uze vyboru Genetické spole ¢€nosti Gregora Mendela, z.s., konané dne
5.12.2019vBrné

Pritomni: Cellarova, DoskaF, Hola, Knoll, Kodova, Lizal, Sember, Slaninova, Seda,
Sevcéovicova, Smarda, Tomaska, Urban

Omluveni: MaSek, Zeleny
Program schuze:

1. Kontrola zapisu z minulé schize vyboru

2. Informace o ¢innosti vyboru a aktivitach GSGM za uplynulé obdobi, zhodnoceni
4. ro¢niku EduWorkshopu

3. Informace o aktualizaci databaze ¢leni GSGM a o stavu Uhrady ¢lenskych
pFispévku

4. Zhodnoceni posledniho €isla IL a pfiprava dalSiho vydani

5. Plan aktivit GSGM v nadchazejicim obdobi, projednani navrhu na pokracovani
EduWorkshopt

6. Projednani zpusobu predani diplomu pro ¢estné ¢leny GSGM

7. Rlzné

Schuzi vyboru zahdjil pfedseda prof. DoSkar a uvedl planovany program. Pfitomni Cle-
nove vyboru s navrzenym programem souhlasili. Pfedseda jeSté upfesnil, Zze v zavéru
schize se dostavi dr. Varejka, ktery se ucastnil 4. roéniku EduWorkshopu jako jeden ze
zastupcu pedagogu ze stfednich Skol. Pozadal o U€ast na schlzi vyboru, kde by chtél
prodiskutovat, zda by se zavéry seminafe mohly néjakou pfijatelnou formou realizovat
napf. v podobé tisténych materiald pfi vyuce genetiky na stfednich Skoléch. Clenové
vyboru s Ucasti dr. Varejky a s diskuzi na dané téma souhlasili.

ad 1)
K zapisu z minulé schlize vyboru GSGM z 31. 5. 2019 nemél nikdo z vyboru pfipominky
a nebyly shledany Zadné nesplnéné ukoly z pfedchoziho obdobi.

ad 2)

Clenim GSGM jsou pribézné zasilany informace o seminafich a akcich, kterych se
mohou u¢astnit. Vybor se bude do budoucna snazit jesté vice zvysit informovanost ¢lent
spolku o akcich, které by mohly byt zajimavé a pfinosné. Hlavni aktivitou v uplynulém
obdobi byl EduWorkshop, jehoz 4. ro¢nik byl stejné jako pfedchozi roéniky velmi pfinosny.
Detailni a vystizné hodnoceni, kterého se ujala doc. Hol4, bylo zvefejnéno v poslednim
Cisle IL.

ad 3)
Prof. Doskafr, dr. Ko¢ova a prof. Knoll informovali, Ze aktualizace databaze ¢lenil GSGM
na ulozisti DropBox i na webovych strankach probiha prubézné vzdy bezprostfedné po
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prijeti nového ¢lena, po doru€eni zadosti o zruSeni Clenstvi nebo po zjisténi zmén v
kontaktnich udajich. Prof. Knoll dale informoval vybor o platebni moralce ¢lent a upozornil
na vyznamnéjsi nedoplatky ¢lenskych prispévkl nékterych €lenl spolku. Navrhl, v
souladu se stanovami, pisemné kontaktovat ty ¢leny, ktefi dosud neuhradili ¢lenské
prispévky za tfi a vice let a vyzvat je, aby tak neprodlené ucinili. Vybor souhlasi s vyzvou
k uhrazeni dluzné ¢astky, pokud tito ¢lenové chtéji dale setrvat ve spolku. V pfipadé, Ze
tak neucini, bude &lenstvi, v souladu se stanovami, ukon¢eno pro nedodrzeni zakladni
povinnosti ¢lena spolku (zodpovida Knoll).

ad 4)

Vybor zhodnotil posledni vydani IL vysoce kladné. Toto v porfadi 53. &islo IL obsahovalo
fadu zajimavych a pfinosnych pfispévkl a byla konstatovana tradi¢ni vysoka obsahova a
graficka Groven. Hlavni redaktor prof. Smarda vyzval redaktory a &leny vyboru k dodani
pfispévka do pfipravovaného Cisla. Dr. Lizal pfipravi pfispévek v souvislosti s pfed-
stavenim a zah4jenim prodeje jeho nové publikace ,DNA jako ob&ansky prikaz“. VSechny
prispévky je nutné dodat nejpozdéji do konce prosince.

ad 5)

Vybor bude i nadale posilat ¢lenim spolku informace o akcich s genetickou tématikou,
které se budou v nadchazejicim obdobi konat. Hlavni akci organizovanou pfimo GSGM
bude pokracovani tspésSného cyklu Edukacnich seminaru, jejichz pfedchozi Etyfi rocniky
byly zaméfeny na vyuku genetiky na ¢eskych a slovenskych univerzitach a vysokych
Skolach. Na dalSim pokra¢ovani seminari se jednomysiné shodli vSichni pfitomni ¢lenové
vyboru. Prof. TomasSka se spolupracovniky navrhl zaméfit seminar na formy provérovani
znalosti studentll z absolvovanych kurzd zaméfenych na genetiku a na jejich nasledné
hodnoceni a na zkuSenosti s riznymi zpusoby hodnoceni na jednotlivych vysokych
Skolach. Soucasti seminare by byla i vymeéna zkuSenosti s hodnocenim vysledku statnich
zkouSek vsech stupna studia. Zaznél i navrh na zarazeni pFispévkl tykajicich se
problematiky, zda se aktualni geneticka témata, kterd maji celospolecensky dosah (napf.
GMO, a dalsi) promitaji do vyuky genetiky tak, aby na né absolventi dokazali spravné a s
prislusnym védeckym nadhledem reagovat. Seminafe by se mohli U€astnit opét i studenti.
Bude vitana rovnéZ Gdast pedagogl ze stfednich Skol. Clenové vyboru s navrhem na
konani souhlasili a dalSi pfiprava bude probihat emailovou formou. Stru¢nou naplh
seminafe a informaci o jeho konani pfipravi do nového Ccisla IL prof. Tomaska.
Pfedpokladany termin konani seminafe je konec kvétna 2020, dohodu s feditelem
Mendelova muzea zajisti prof. DoSkaf (zodpovidaji Tomaska, Doskar).

ad 6)

Pfedseda pfipomnél, Zze v uplynulém obdobi bylo navrZzeno a schvaleno udéleni ¢estného
Clenstvi prof. RNDr. Stanislavovi ZadraZzilovi, DrSc., PhDr. Anné Matalové, prof. RNDr.
Danielovi VIEkovi, DrSc. a doc. RNDr. Vladimirovi Ferdkovi, CSc., ktefi se vyznamnym
zplsobem zaslouZili o rozvoj genetiky. Dr. Zeleny pfipravil a pfedal vyboru diplomy pro
navrzené Cestné Cleny. Pfedseda podékoval dr. Zelenému za zdafilou grafickou formu a
vyhotoveni diplomd. Vybor se shodl, Ze diplomy by bylo vhodné predat osobné u
pFileZitosti konani EduWorkshopu (v kvétnu 2020) v Mendelové muzeu v Brné. VSichni
ocenéni budou na seminar osobné pozvani. V pfipadé, Ze se nebudou moci seminare
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zUcastnit, budou jim diplomy pfedany pfi nejblizsi vhodné pfilezitosti na jejich domovskych
pracovistich (zodpovidaji Tomaska, DoSkaF, Ko¢ova).

ad 7)

V bodu Ruzné zaznély nasledujici pfispévky a komentare:

Prof. Knoll pfipomnél, Ze je mozné Cerpat z Uctu financni prostfedky pro potfeby fungovani
spolku. Prof. Smarda vyuZije tuto moznost pfi pripravé, tisku a distribuci IL.

Prof. DoSkaF informoval, Ze soutéZ o Cenu GSGM bude vyhlaSena i pro nadchazejici
obdobi. Novy ¢&len vyboru Dr. Sember bude pomahat s organizovanim této akce.

DalSi dva novi ¢lenové vyboru se rovnéz aktivné zapoji do prace vyboru. Dr. Lizal nabidl
pomoc s agendou ¢lenskych prispévku, Prof. Urban nabidl pomoc s Upravou a vedenim
webovych stranek GSGM. Na konkrétnich detailech se oba domluvi s prof. Knollem, ktery
dosud zajiStoval veSkerou tuto agendu. Vybor se vSemi nabidkami souhlasi a vySe
uvedeni novi ¢lenové vyboru se zapoji timto zptisobem do prace.

V zaveéru schuze vystoupil pozvany host stfedoSkolsky profesor dr. Varejka a uved! diskuzi
k problematice vyuky genetiky na stfednich Skolach, zejména o moznostech jeji moderni-
zace a nezbytné pribézné aktualizace. SnaZi se hledat mozZnosti, jak vyuZit zavéry
posledniho ro¢niku EduWorkshopu, ktery byl vénovany této problematice pro pfipravu
material(l pfimo pouzitelnych pro stfedoskolské pedagogy a nasledné pro studenty. Resila
se otazka, zda by bylo mozné napf. aktualizovat n&jakou vhodnou formou stavajici
ucebnice genetiky pro stfedni Skoly. Na toto téma probéhla rozsahla diskuze a zmifovaly
se otazky, tykajici se toho, co by mél z genetiky a z biologie znat maturant, jaka by méla
byt ,biologickd gramotnost®, zda je nebo neni vhodné a uzite€né vymezovat néjaké
standardy pro vyuku genetiky a biologie, co by bylo mozné udélat pro to, aby student umél
kriticky (biologicky) uvazovat, apod. Publikovani vhodnych vyukovych materialQ, v nichz
by byly pfijatelnou formou shrnuty sou¢asné poznatky moderni genetiky, se nejevi jako
optimélni a realizovatelna moznost. Nicméné, zaznél mimo jiné navrh na vyuzivani
elektronickych databazi, jako jsou stranky WikiSkripta, které v sou¢asné dobé predstavuji
vhodny prostor pro zjednoduSeni a aktualizaci u¢ebnich materialt na Iékarskych fakultach
v CR i SR a jsou oblibené a vyuZivané studenty nejen z lékafskych fakult. Dale se
diskutovaly i obecnéjSi otazky tykajici se napf. ¢asovych moznosti, které maji stfedni
Skoly pro vyuku genetiky. V diskuzi vystoupili se svymi nazory a podnéty vSichni pfitomni
¢lenoveé vyboru. V zavéru bylo konstatovano, Ze vhodnym prvnim krokem by mohlo byt
vytvofeni platformy zainteresovanych stfedoSkolskych a vysokoSkolskych pedagogu,
ktefi by definovali kritické oblasti pro zlepSeni stfedoSkolské vyuky genetiky a iniciovali
vznik odpovidajicich materiélt a strategii pro komunikaci jak s uciteli, tak s odpovédnymi
organy (MSMT).

Zapsala: M. KoCova



5. eduka ény seminéar o univerzitnom vzdelavani genetiky

29. mdja 2020 sa v Mendelovom muzeu v Brne uskuto¢ni 5. edukaény seminar o univer-
zithom vzdelavani genetiky, tentokrat venovany hodnoteniu Studentov. V ramci seminara
sa chceme venovat réznym typom uloh v pisomnych testoch, testovaniu prostrednictvom
online nastrojov, hodnoteniu Ustnych odpovedi, kolokvidlnemu spdsobu hodnotenia
kurzov, hodnoteniu obhajob zavere¢nych prac a Statnych zavereCnych skasok. V ramci
jednotlivych sekcii vystupia ucitelia a doktorandi ¢eskych a slovenskych vysokych $kél,
ktori odprezentuju svoje konkrétne skusenosti s roznym spésobom hodnotenia kurzov.
Priestor chceme dat' aj stredo3kolskym ugitefom a didaktikom. Ustrednou otazkou
panelovej diskusie bude, ako hodnotit' Studentov objektivne a zaroven ich motivovat’ k
maximalnemu vyuZitiu ich schopnosti pre Studium. Ako jeden z podkladov diskusie bude
sluzit aj text uvedeny nizsie (str.21). Viac informécii o seminari, registracii a pripravovnom
programe najdete na stranke:

https://fns.uniba.sk/univerzitne_vzdelavanie_genetiky/

Lubomir Tomaska

Pozvéanka prof. Johanna Vollmanna na Mezinarodni Men  deltiv den 2020
Dear colleagues and Mendel-Ambassadors,

this is a pre-information on the next International Gregor Mendel Day! Together with our
dear friends from Mendelianum/Brno we have decided to celebrate the next International
Gregor Mendel Day in the afternoon of Friday, March 6, 2020 in Vienna/Austria. On
Saturday/Sunday we might visit Brno as well for a Mendel-walk!

Venue: BOKU University of Natural Resources and Life Sciences Vienna, Gregor Mendel
Street 33, 1180 Vienna, Austria

We are working on a program / mini-symposium covering both historical and modern
aspects of genetics. | will be happy to inform you about details early next year! Please
share this information with your colleagues!

With best regards from Austria,
Johann
December 11, 2019

Dr. Johann Vollmann

University of Natural Resources and Life Sciences, Vienna (BOKU)
Institute of Plant Breeding / Dept. Crop Sci.

Konrad Lorenz Str. 24

3430 Tulln an der Donau / AUSTRIA

phone: ++43 1 47654-95717

johann.vollmann@boku.ac.at




Z Mendelovy korespondence

Anna Matalova

Centrum Mendelianum, Muzejni 1, 602 00 Brno

Gregor Mendel Anselmu Rambouskovi:
Znojmo 31.10. 1849/
Mi[}’/ Anselme!

Tviyj dopis véetné vloZenych 15 zl. jsem obdrzel. Dékuji Ti za laskavost a soulasné Té
prosim, a]oy jsimé i nadale zastupova[ Vv m}'/ch Zadostech u velevazeného pana opata
[F. C. Nappa/. Velmi ’oy meé potééi[o, kdy’oy mi ve[evéﬁen)'/ pan pre[ét mohl poskytnout
mésitni vysluzné a ofatné a2 do konce pﬁé’dch prézdnin. Mam na mysﬁ penize za
mesice o\gdu’ona do z&H 42 zl. (za mé&sic leden, tnor a brezen naleZeji P. Matousi
[Klacelovi/), dale penizena odacent, prania hé’oity za 24 zl. Z téchto 66 ﬂ isem vyéerpa[
15 zl., z téchto 50 z[. nale panu pirevorovi /P. Baptistu\/ortheyovi/ , kter)’/ éy[ tak laskav,
Ze mi sumu poskyﬂ p?edem, kdyﬁjsem mu vy[iéil Své nesnaze ve anjmé.Jeden zlatak,
ktery Jjesté z’o)’/vé, patil P. Chrysostomu [Cy: ankovi/, kterého soudasné nechavam
prosit, a’oy mél tv]oé[ivost s mou schopnost( sp étky azpo rozdélent penéz ze shirek od
véricich.

Prokaz mi laskavost s vyrovnanim 51 zl. v nejbliz§im mozném ¢ase, aby byl pan prevor
uklidnén. By[o on dobré, kdyby ses pvvfed velevazenym panem pre[étem 0 vypiy'éen)’/ch
50 zl. nezminoval, a _jenjednoduée reknes, ze mi penize, které tak naléhavé poﬁebly' i,
hned podles. Dotlenych 50 zl. potom predas s mym podékovénim p. pievorovi a véc
bude vyTizena.

Bedna s pradlem dorazive stiedu mezi 6. a 7. hodinouveder do hostince U t kohoutit.
At’je pant Smekalova té do’orot{v a necha pana Finka, a’oyjijeété téhoZ vedera odnesl.
P té pﬁ[eﬁtosﬁ Vam take posiu obtah tisku slovanské narodni poezie ze Znojma. Ve
Znojmé se nedé[j e nic V)’/znamného.

Poroucim se velevdZzenému p. prelétovi a pozdvavuj i véechny pany ’ora’cry.
G. Mendel

Bydltm v horn{ Boehmgasse ¢. 50.



Dopis vznikl v Mendelové suplentském obdobi na gymnaziu ve Znojmé, kam ho jeho opat
Napp ustanovil jako feditel gymnazialnich studii na Moravé a ve Slezsku poté, co se
Mendel ze zdravotnich davodu neosvédCil jako kaplan na Ffimskokatolické fafe v
Augustinianském klastefe na Starém Brné. Ve Znojmé zaCala Mendelova slozita ucCitelska
draha, jez ho vysvobodila od celodennich navstév nemocnych a zaopatfovani umirajicich,
které u ného vyvolavaly nebezpecné stavy jeho mysli a téla.

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




Sto let od zaloZeni Genetické spole €nosti*

Laurence D. Hurst

Milner Centre for Evolution, Department of Biology and Biochemistry, University of Bath,
Claverton Down, Bath, BA2 7AY, UK

Genetika nezacala Mendelem. Kromé ponékud neurc€itého pfibéhu dédiénosti znaki
Jakubovych ovci v knize Starého zakona pojmenované pfiznacné Genesis (kapitola 30),
se timto problémem intenzivngé zabyvali filozofové starého Recka (Leroi, 2014).
Hippokratés zastaval teorii pangeneze, podle které se néco prenasi z kazdé Casti
muzskeho téla do zasobniho organu, varlat, a odtud do dalSi generace (Leroi, 2014).
Aristoteles vSak tomuto nazoru oponoval a poukazoval na to, Zze semenacky nebudou
spravné ofezany jenom proto, ze byl ofezan rodicovsky strom nebo Ze synové a dcery
postizenych rodi¢t nemusi byt sami invalidni (Leroi, 2014). Pfes Aristotelovy namitky byla
pangeneze pfijata u¢enci rozmanitych oboru, jako napf. Galénem (130-200 pred Kristem),
svatym Tomasem Akvinskym (1225-1274) a Herbertem Spencerem (1820-1903) (Zirkle,
1935). Darwin sice zpocatku nic netusSil o Hippokratové nazoru, bral vSak pangenezi
vazneé, adomnival se, Ze Casticemi vysilanymi ze vSech télnich ¢asti do gonad jsou gemu-
le (Darwin, 1868b). Kdyz se o Hippokratovi dovédél, vyjadril se takto (Darwin, 1868a):
“Rad bych o téchto Hippokratovych myslenkach veédél dfive, nez jsem publikoval ty své,
které vypadaji témér identicky — jsou zde sotva terminologické odliSnosti — a aplikoval
je na fakta, které tento stary filozof nemohl znat”.

To, Ze jsme se dostali pfes zakopy pangeneze dale, je do znacné miry zasluhou obecné
nedostate¢né chapané osoby Gregora Mendela.

Termin ,genetika“ navrhl v roce 1905, kratce po znovuobjeveni Mendelovych zako-
nua, William Bateson. PouZil jej ve svém dopisu adresovaném Adamu Sadgwickovi.
Nedlouho poté Dan Wilhelm Johannsenn navrhl zavedeni uzite¢ného terminu ,gen*
(Johannsen, 1909). Podle jeho nazoru vyhodou tohoto terminu je to, Ze odrazi fecky
pavod (genesis, origins) a zaroven se vzdava predpony ,pan“ nékdejSiho pangenu, ¢imz
se zbavuje hypotetické zatéze pangeneze (Johannsen, 1909). Zarovefi nam rovnéz
zanechal terminy genotyp a fenotyp. O vztahu skandinavcu ke genetice docela vypovida,
Ze pouhy rok po zrodu t&chto termindi (1910) byla v Lundu, v jiznim Svédsku, mésta, jen
kratkou cestu lodi vzdaleného od Johannsenovy Kodané, zaloZzena Mendelova
spole¢nost (HAglund a Bengtsson, 2014). O devét lel pozdéji zalozili britSti stoupenci
mendelismu, konkrétné Bateson a Saundersova, Genetickou spole¢nost v UK. Stalo se
tak 25. Cervna 1919, kdy William Bateson a Edith Saundersova v prostorach Linnéovy
spole¢nosti ohlasili jeji zrod. Po jednomysiném schvaleni se ustavujici schuze uskutecénila

*Pfevzato s laskavym souhlasem autora a redakce z &lanku, ktery vy3el v angliétingé v ¢asopise Folia
Mendeliana. Pfelozil Jan Smarda.



v Cambridge a to 12. Cervence téhoz roku. Rok 2019 tak pfinasi stoleté vyroCi Geneticke
spolecnosti.

Nabizi se zajimavé srovnani téchto dvou novych spolecnosti, které nam néco
naznacuje o tehdejSim intelektualnim prostfedi. Obé zfidily asopisy pro internacionaliza-
ci své prace. Mendelova spole¢nost v Lundu stale vydava €asopis Hereditas, jehoz prvni
Cislo vyslo v roce 1920. K jeho vyznamnym ¢&lankum patfi prace dvojice lundskych cyto-
genetikd Tjioa a Levana z roku 1956, ve které definuji pocet lidskych chromozom (Tjio a
Levan, 1956). Nam v souCasné dobé vychazi ¢asopis Heredity, jehoZz nejcitovanéjSim
&lankem je klasicka prace Batemana o intrapohlavnim vybéru (Bateman, 1948). Casopis
Heredity zacal vychazet v roce 1947 a brzy jsme pfijali Journal of Genetics, jeden z nej-
starSich anglicky psanych genetickych ¢asopisu zaloZzenych Batesonem a Reginaldem
Punnettem (po kterém je pojmenovano Punnettovo nameésti) v roce 1910. Nas byvaly
prezident J.B.S. Haldane v roce 1957 tento ¢asopis vyvezl do Indie, kde funguje dodnes.
Jeho ¢lanek o tom, co je dnes znamo jako Haldanovo pravidlo, patfi k zasadnim studiim
tohoto ¢asopisu (Haldane, 1922) stejné jako jeho prvni odhady mutacni frekvence u €lové-
ka (Haldane, 1935). Nékdy se objevuje nazor, Zze Journal of Genetics je nejstarSim
anglicky psanym genetickym cCasopisem (redakce samotného Casopisu to tvrdi zde:
https://link.springer.com/journal/12041, viz rovnéz oprava (Rao, 2017)). Nic z toho neni
pravda, stejné jako trvzeni, Ze Geneticka spole¢nost je prvni genetickou spole€nosti v UK.

V roce 1907 zaloZila zamoZna pfirodovédkyné a chovatelka bazant(i Rose Haigova
Thomasova Mendelovu spole¢nost. Poprveé byla svolana do hotelu Ritz a pozdéji se schéa-
zela u jednotlivych ¢lend (Cock a Forsdyke, 2008). Od toku 1909 vydavala ¢asopis Mendel
Journal povazovany za prvni geneticky €asopis v angli¢tiné a pfispivali do né&j napf.
samotné Haigova Thomasova nebo C.C. Hurst. Hurst (ktery podle mého nejlepSiho védo-
mi neni mym pfibuznym) se do redakéni rady tohoto ¢asopisu pokusil ziskat Batesona,
ale ten odmitl, protoze jiz mél vazné plany s ¢asopisem Journal of Genetics (Cock a
Rorsdyke, 2008).

V Lundské Mendelové spolecnosti i v Genetické spole€nosti UK od pocatku
pusobili vlivné osobnosti. Prvnim pfedsedou Lundské spole¢nosti se stal Herman Nilsson-
Ehle (Hoglund a Bengtsson, 2014). V Genetické spolecnosti kromé pionyrd Batesona a
Punnetta pracoval vSevéd J.B.S. Haldane, jehoz nasledn& prace spole¢né s budoucim
presidentem spole¢nosti R.A. Fisherem byla zasadni pro moderni syntézu Darwina a
Mendela do spole¢ného ramce.

Na rozdil od genetika a péstitele rostlin Nilssona-Ehleho, se prvnim prezidentem
Genetické spole¢nosti stal konzervativni politik Arthur J. Balfour, prvni hrabé z Balfouru,
1950). MlzZe se to zdat jako zvlastni volba, ale tehdy odluka védy od politiky nebyla tak
zfejma jako dnes. Navic Balfour po cely Zivot vSestranné podporoval akademicky svét a
védu. Byl prezidentem Britské asociace pro védecky pokrok (The British Association for
the Advancement of Science) (1904) a pfekvapive i prezidentem Spole¢nosti pro vyzkum
psychiky (The Society for Psychical Research) (1893). Po dvé funkéni obdobi pracoval v
radé Kralovské spole¢nosti (The Royal Society), nejprve v letech 1907-1908 a znovu v
letech 1912-1914. Balfoura ur¢ité ovlivnila ¢etba Darwina a jeho nazory na genetiku a
evoluci ovliviiovaly jeho politické pasobeni (Jacyna, 1980). V roce 1913 se stal ¢estnym
mistopfedsedou Spole¢nosti pro vzdélavani v eugenice (The Eugenics Education
Society), kterou povazoval v obdobné mife za politickou i védeckou (Jacyna, 1980).
Rovnéz na zakladé Weismannovych predstav popfel teorii neomezeného pokroku pomoci
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environmentélnich zmén. To se ve své dobé povazovalo za typické propojeni politicky
vyznamné zalezitosti s genetickymi argumenty (Jacyna, 1980).

Zpocatku se obé spolecnosti soustfedily na genetiku rostlin. Rostlinni genetikové
predstavovali vétSinu prvnich ¢len Lundské Spole¢nosti (H6glund a Bengtsson, 2014).
Samotny Nilsson-Ehle byl renomovanym rostlinafem, ktery se proslavil zfizenim Svédské
asociace pro semena (Swedish Seed Association) ve Svalofu (Bell, 1950). Rovnéz mnozi
z 87 (Anon, 1944) zakladajicich €lent Genetické spole€nosti bylo ze Zahradnického
ustavu Johna Innese (The John Innes Horticultural Institute) zalozeného v roce 1910 a
vedeného Batesonem (Crew, 1969). Tyto dveé instituce zaméfené na kfiZzeni rostlin Ize
v mnoha ohledech povazovat za sesterské. V Genetické spolecnosti puasobili jak
akademikové, tak soukromé osoby, Slechtitelé a zemédélsti odbornici (Lewis, 1969).
Bateson byl vZzdy nadSeny z toho, kdyZ akademicti genetikové diskutovali s neakademiky.
(Crew, 1969). Slechtitelskou kariéru Nilssona-Ehleho nelze oddélit od jeho kariéry jako
genetika (Bell, 1950).

Pozoruhodna odliSnost byla v aspiracich téchto spole¢nosti (Hoglund a Bengtsson,
2014). Lundska spolecnost vznikla jako lokalni a lokalni zlistala. Soustfedila se na jizni
Svédsko (Hoglund a Bengtsson, 2014). Geneticka spole¢nost UK, spojena pfedevsim
s Cambridge, naopak usilovala o to, aby se stala spole¢nosti celonarodni. Cestovani
v tehdejSi dobé vSak nebylo nikdy jednoduché. Crew si vzpomind, jak skupina ¢lenu z
Cambridge propasla konferenci v Londyné kvali husté mize (Crew, 1969).

Nyni své uponky posuneme dale, abychom dosahli na evropské souvislosti. Dnes
je to podstatnéjSi zalezitost nez dfive, protoze v soucasné dobé ma spolecnost nejvyssi
pocet Clenld (vice nez 2000). VétSinu Clenl tvofi aktivni profesionalni genetikove z UK,
védci, biotechnologové, studenti a ucitelé. Zapojeni rostlinafli béhem let postupné slablo
(Crew, 1969), ackoliv kfizeni a genetika rostlin jsou stale dilezité. Nema vSak zfejmé tak
ustfedni postaveni, jako tomu bylo dfive.

ZaloZzeni Genetické spoleCnosti Batesonem a Saundersovou muze castecné
odrézet boj o moc (Crew, 1969). Bateson a stoupenci mendelismu se dostali do pfikrého
sporu s biometriky (Pearsonem a Weldonem), ktefi vyznam mendelismu zpochynovali
(viz vSak Magnello, 1998). Pro Batesona to znamenalo komplikaci pro vyzkumnou praci,
protoZze omezovalo ochotu ke spolupraci. Nedostavalo se mu podpory, prostfedkd ani
prostoru (Crew, 1969). Jak podotyké& Crew ve svych vzpominkach na tehdejSi dobu (Crew,
1969), skute€nost, ze Bateson v Cervnu 2019 dokazal i za této situace dat dohromady 26
zainteresovanych osob, aby zalozili Genetickou spole¢nost, dokazuje, Zze se mu nakonec
zdafilo tuto obtiznou opozici zvladnout. V této souvislosti bylo pro mnohé piekvapenim,
Ze se prvni konference zucastnil stoupenec lamarckismu a okazaly Batesonuv odpurce
E.W. MacBride, vezmeme-li v Gvahu jeho netnavné Usili zabranit rozvoji genetiky (Crew,
1969).

Batesondv mendelismus ziskaval pfevahu a navic vyuZival nastroju, které mél
k dispozici pro vylepSeni postaveni své mysSlenkové Skoly. Obzvlast Bateson a Punnett
zdaleka nebyli pfesvédc&eni o pravdivosti chromozomové teorie dédi¢nosti (Coco, 1983).
PFfi posuzovani prace Morgana, Sturtevanta, Mullera a Bridgese The Mechanism of
Mendelian Heredity, kterd& chromozomovou teorii silné obhajovala, se Bateson (1916)
vyjadfil, Ze “je nepfedstavitelné, aby castice chromatinu nebo jiné substance, at’ uz
jakkoliv komplexni, mohla disponovat takovou moci, kterou musi mit naSe faktory a geny”.
Pro Batesona a Punnetta bylo spravnym pristupem k vyzkumu dédi¢nosti studium poméru
a vzorcu prenosu, nikoliv studium chromozomd. Bateson pouzil ¢asopisu Journal of
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Genetics jako nastroje pro odrazeni mladSich genetiki od toho, aby se vydali cestou
cytologie a chromozomu (Crew, 1969). Vyvoj Genetické spole¢nosti Ize do urcité miry
chapat jako zpusob podpory jak mendelismu, tak opozici chromozomalni teorie. Kolem
Batesona a Saundersové se pfi vzniku spolecnosti seskupili z vétSi Casti pravé védci
zameéreni na mendelovské hybridizani poméry (Crew, 1969).

Zde znovu vidime zvlastni paralelu mezi skandinavskym a Batesonovym pohle-
dem, protoZe Johannsen patfil k dalSim vyznamnym odpdrcdm chromozomové teorie, i
kdyZ nesdilel Batesonovu antipatii k cytogenetice (Cock, 1983). V britské Genetické spo-
le€nosti byli vyjimky a néktefi védci, zvlasté C. C. Hurst, s odpurci chromozomoveé teorie
nesouhlasili. Neni mi nic znamo o vzajemném vztahu mezi ranou Mendelovou spole¢nosti
a Genetickou spolecnosti, ale Ize si predstavit, Ze Hurst jako pfivrzenec chromozomove
teorie a dulezitd osobnost Mendelovy spole€nosti vytvoril kontext, v rdmci kterého si
Bateson uvédomil potfebnost jiné spole¢nosti. To svadi k otdzce, pro¢ se Hurst zapojil do
sestavovani Genetické spole¢nosti. MoZznou odpovéd na tuto otdzku poskytuje Crew,
kdyz uvadi, Zze Hurst nesnaSel rozepfe a proto byl schopen s Batesonem a Punnettem
spolupracovat (Crew, 1969).

Odpor k chromozomové teorii trval realtivné kratce. Genetick& spolecnost se vzdy
soustfedila na védecké diskuse a pfitomnost Morgana a Sturtevanta na 11. konferenci
v roce 1922 svédci o jejich mezinarodnich ambicich. Data, ktera zde prezentovali o chro-
mozomové teorii, byla tak pfesvédCiva, Ze Punnett svUj nazor s nadhledem pfehodnotil
(Crew, 1969). Nicméneé az v roce 1942 spole¢nost zorganizovala prvni konferenci vénova-
nou cytogenetice (Crew, 1969). Takovy byl dosah Batesonova anti-cytogenetického stinu.

Spole¢nost dodnes slouzi svym &lendm a Sifeni genetiky. Sponzorujeme vznik
audio soubort (DNAunzipped) a organizaci vefejnych pfednasSek (the JBS Haldane
Lecture). Prostfednictvim grantovych projektl podporujeme praci v terénu a programy pro
zapojeni naSich ¢lent do aktivit smérem k verejnosti. Zprostfedkovani védy verejnosti je
vS8ak uménim samo o sobé a jsme hrdi, Ze jsme nedavno zorganizovali velmi Uspésny
workshop pro spravnou praxi. Stejné jako v davnych pionyrskych dobach je nasi klicovou
Ulohou podpora ¢&lend k védeckym diskusim sponzorovanim konferenci a podporou
védcu, aby se jich G€astnili. Udilime rovnéz sady medaili, pficemz kazdy vyznamenany
prednasi specialni prednasku. Je pfiznacné, Ze nejvysSim ocenénim, o jehoz udéleni
rozhoduje prezident, je Mendelova medaile.
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ZE SVETA GENETIKY

“DNA jako ob ¢ansky pr tikaz. Lekce z genetiky” (Munice, Munipress)
Pavel Lizal

Ustav experimentalni biologie, PFirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita,
Kamenice 5, 625 00 Brno

Tento ¢lanek je volnym prepisem prednasky,
ktera se konala u pfilezitosti slavnostniho kftu
popularizaéni knihy “DNA jako obc¢ansky
prikaz’. Nazev prednasky byl “Jak vypa-
dam? Zeptej se mé DNA.”

-
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PAVEL LIZAL

Zvolil jsem kapitolu, ve které popisuji zcela
fascinujici moznosti pfedpovédi toho, jak
vypadame - tedy jakou mame barvu odci,
vlasl, barvu kize nebo dokonce i morfologii
tvare - a to vSe pouze na zakladé sekvenci
naSi DNA. Je to tedy kapitola, ktera nejvice
koresponduje s ndzvem knihy.

Samozfejmé muzZete namitat, Ze je
vhodnéjsi k identifikaci osoby pouzit pravé
obansky priukaz. My se vSak budeme
zabyvat vyuzitim téchto moZznosti tam, kde
danou osobu vibec nezname a jediné, co
mame k dispozici, je pouze jeji DNA. Nejvétsi
vyuZiti je proto zejména v kriminalistice, kde
se na zakladé zanechané biologické stopy, ktera obsahuje DNA (napfiklad krev, sperma,
vlasy, sliny apod.), mGdZzeme dozvédét, jak vypada zejména pachatel trestného ¢inu.
Muzeme se vSak dozvédét i to, jak vypada napfiklad i obét trestného Cinu, které se
pachatel zbavil (zakopal na neznamém misté, vhodil do feky apod.), protoZe se napriklad
s obéti znal a mohl by byt tak dfive dopaden. Na misté €inu vSak zlstane napriklad krev
obéti, ze které maze byt ziskdna DNA pro tuto analyzu. Podobné by se tak dalo vyhlasit
patrani i po svédcich, pokud na misté zanechali svoji DNA. Je zifejmé, Ze by se timto dalo
vySetfovani vyznamné urychlit. V pfednaSce vam vSak také ukazu, Ze vyuziti téchto metod
muze byt velmi zajimavé i mimo kriminalistiku, kdy se napfiklad z DNA ziskané z
kosternich pozUstatkd mizeme dozvédét i to, jak vypadala urcita historicka osobnost.
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Jak je mozné, Ze jsme schopni z DNA pfedpovidat tak komplikované znaky, jakymi
jsou napfiklad zmifiovana barva o€i a vlasu. Predpokladam, Ze jiz kazdy z vas vi, ze
molekula deoxyribonukleové kyseliny (DNA), ktera je nositelkou genetické informace, je
tvofena ze 4 pismenek A (adenin), T (tymin), C (cytozin), G (guanin), jejichz pofadi pak
kdduje konkrétni gen, napfiklad pro barvu oc€i. Zde si vSak musime uvédomit, Ze barva
oci, vlast nebo kuze jsou znaky, které jsou kddovany velkym poctem gen(, to znamena,
Ze je musime nejdfive najit, abychom pak nasledné mohli podobu téchto charakteristik
pfedpovidat. K tomu se v poslednich letech s velmi dobrymi vysledky vyuZivaji populacni
studie, které jsou zaloZzeny na tom, Ze muZeme porovnavat sekvence DNA jak v ramci
hnédookych, tak v ramci modrookych jedincu, ale také srovnavat tyto sekvence mezi
hnédookymi a modrookymi navzdjem. Takto mazeme napfiklad zjistit, Ze hnédooci maji
v ur€itétm misté pismenko A, tedy adenin, zatimco modrooci maji ve stejném misté
pismenko G, tedy guanin. Tato odliSnost mezi hnédookymi a modrookymi tak muze byt
vyuZzita k pfedpovédi daného zbarveni oc¢i. Odborné se témto mistiim Fikda SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) a jedna se o odliSnost mezi jedinci v jednom konkrétnim
nukleotidu na konkrétnim misté. MiZeme si ji pfedstavit jako jakousi znacku v DNA, ktera
nam fika, zda jedinec bude mit hnédou nebo modrou barvu oci. Samoziejmeé jedna takova
znacka k pfedpovédi nestaci, pokud vSak takovych znacek mame vice, tak na zakladé
jejich konkrétni sestavy, mizeme statisticky predpovédét, s jakou pravdépodobnosti ma
dany jedinec danou barvu oci.

Pokud je pak na misté trestného ¢inu nalezena néjaka biologicka stopa, ze které
muzeme ziskat DNA, pak na zékladé sestavy téchto znatek muzeme ucinit danou
predpovéd. Napfiklad, Zze nositel této analyzované DNA ma na 99,7 % hnédé oci nebo
naopak, Ze jeji nositel ma na 96,8 % oci modré.

Pojdme se nyni letmo podivat do historie vzniku téchto pfedpovédnich modell pro
jednotlivé zmifiované znaky. Prvni pokusy o pfedpoveéd barvy o€i se datuji do roku 2008,
kdy bylo nalezeno 13 znacek, pomoci kterych bylo mozné urcit prozatim pouze modro-
okost. Od roku 2011 vsak jiz mame k dispozici dostatek znacek, pomoci kterych Ize pfed-
povidat nejen modrou, ale i hnédou nebo zelenou barvu o€i. Vznikéa tak prvni pfedpovédni
model s nazvem IrisPlex, ktery je zaloZzen na 6 znackach v nékolika genech. Snahy pred-
povédét barvu vlasu zacinaji v roce 2007, kdy bylo objeveno 5 zna¢ek, pomoci kterych
bylo mozné predpovidat zrzavou barvu vlasu. V dalSich letech byly nalezeny dalSi znacky,
které umoznily predpovidat blondatou nebo hnédou barvu viast. Od roku 2013 tak
existuje predpovédni model HirisPlex, ktery vedle pavodnich 6 znacek pro pfedpovéd
barvy oc¢i obsahuje i 18 znacek pro predpovéd barvy vlasu.

S hledanim znacek pro urCovani barvy kuZze se zac€ind v roce 2010, kdy byly
vytipovany prvni 3 znacky. Postupem €asu bylo ziskano az sou¢asnych 17 znacek, které
umoznuji s vysokou pravdépodobnosti pfedpovidat zbarveni kiize a tyto byly pfidany ke
znackam predchozim. V roce 2018 tak vznika novy predpovédni systém HirisPlex-S, ktery
v jedné analyze stanovuje trio uvedenych znaka.

Pfed kazdym zavedenim takového predpovédniho modelu vSak bylo tfeba ovéfrit
jeho spolehlivost, zejména pokud ma byt na zakladé ného stanovena identita pachatele
trestného ¢inu, coZz muzZe mit zavazné nasledky pro danou osobu. Ve vSech pfipadech se
tedy postupovalo tak, Ze ovéfovaci laboratofe dostaly vzorky neznamé DNA a na zakladé
aplikace predpovédniho modelu mély urcit jakou barvu o¢i, vlasu a kiZze dana osoba ma.
Na ukazku si predstavime analyzu dvou takovych vzorkd. Podle analyzy vzorku cislo
jedna ma dana osoba hnédé oci (pravdépodobnost 99,7 %), tmavé viasy (91,9 %) a
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tmavou barvu kuze (99,8 %). Fotografie realné osoby potvrdila, Ze barva oci, vlast i kiize
je v souladu s touto predpovédi. Jiny vzorek DNA ukézal, Ze jeji nositel nebo nositelka ma
na 96,8 % modré oci, na 93,4 % zrzavé vlasy a na 98,7 % svétlou barvu kGize, coz opét
potvrdila fotografie dané osoby. Na zakladé uvedeného je tedy ziejmé, Ze tato metoda je
spolehlivé pouzitelna a to nejen v kriminalistické praxi. Pojdme se proto podivat na jeden
pFiklad vyuZiti téchto pfistupl pro identifikaci historickych osobnosti.

Konkrétné se jedna o anglického krale Richarda Ill., jehoZ kosterni pozustatky byly
nalezeny v roce 2012. Na zacatku bylo nutné potvrdit, Ze se opravdu jedna o kosterni
pozustatky Richarda lll., k éemuZz se vedle antropologickych metod vyuZila pravé i analyza
DNA, pomoci které bylo skute¢né prokazano, Ze jde o pozlstatky tohoto posledniho
anglického kréle, ktery padl v boji. Pokud vas zajim4, jak tato analyza probihala, pak si o
ni mazZete vice precist v uvedené knize. Vzhledem k tomu, Ze tato identifikace probihala
v dobé, kdy byl jiz k dispozici pfedpovédni systém pro stanoveni barvy oci a vlasU, byla
tato metoda pouZita pro pfedpovéd barvy o€i a vlast Richarda Ill. Analyza DNA byla za
timto ucelem provedena v roce 2014 a bylo pfedpovézeno, Ze Richard Ill. mél na 96 %
modré oci. Toto zjiSténi se vSak prekvapivé neshodovalo s antropology provedenymi
rekonstrukcemi podoby, kde méa Richard Ill. tmavé hnédé oci a neshodovalo se ani s jeho
dobovymi portréty. Bylo tedy nutné tento rozpor vysvétlit. Dle umélci mohla byt tmava
barva o&i na portrétech vysledkem uméleckého pfistupu, pfi kterém byly znamym
osobnostem po jejich smrti ¢asto malovany tmaveé oci a tmavé vlasy. Cilem bylo umocnit
jejich charismatickou roli, kdy diky tmavé barvé mély vypadat dominantnéji a silnéji. Védci
se proto rozhodli patrat po portrétech Richarda Ill. z doby, kdy jesté Zil. Takové portréty
se opravdu podafilo najit a Richard IIl. m& na téchto obrazech opravdu svétlé oci. Potvrdilo
se tak, ze DNA o barvé oci nelze. Dale bylo pomoci DNA pfedpovézeno, Ze Richard IlI.
mél na 77 % svétlé vlasy. To vSak opét bylo v rozporu a to nejen s portréty malovanymi
po jeho smrti, ale i s portréty malovanymi za jeho Zivota, kde ma modré oci. Rozbéhlo se
proto patrani po pfi¢iné toho dalSiho nesouladu. Zde se jako vyhoda ukézaly byt populaéni
studie. V populaci byly vyhledany osoby, které maji stejnou sestavu znacek pro barvu oci
a vlast, jakou ma Richard Ill. Ukazalo se, Ze vSechny takové osoby maji modrou barvu
oci, avSak lisi se v barvé vlasu. Néktefi meéli vlasy svétlé, ale néktefi meéli vlasy naopak
tmavé. Nakonec se zjistilo, Ze tyto osoby s tmavymi vlasy je v détstvi mély blondaté a
teprve v dospivani jim ztmavly. Je tedy ziejmé, Ze DNA ani v tomto pfipadé nelhala a
navic nam prinesla novy poznatek, Ze Richard Ill. byl v détstvi blondak a teprve postupem
¢asu mu vlasy ztmavly tak, jako to vidime na zmifovanych portrétech.

V dalSi ¢asti bych vam chtél pfedstavit pro mne samotného naprosto neuvéfitelnou
moznost stanovit z DNA dokonce i to, jak dand osoba vypada v obli¢eji, tedy jakou ma
tvar. Stanoveni podoby tvare bych si dovolil nazvat svatym gradlem forenzni genetiky
vzhledem k tomu, Ze identifikace tvare by znamenala velmi vyznamny posun napfiklad pfi
patrani po pachatelech trestnych ¢&ind. Nicméné je zifejmé, Ze predpovidat tak
barvy oci vlasi nebo kuzZe. Hledani znaCek a vytvoreni statistického predpovédniho
modelu se proto ujaly komerc¢ni spole¢nosti, z nichZ asi nejzndméjsi v tomto ohledu je
firma Parabon Nanolabs se svym pfedpovédnim systémem Snapshot. Tento je zalozen
na zhruba 850 000 znackach v DNA, pomoci kterych |ze pfedpovédét, jak dana osoba
vypad4, tedy udélat néco, co bychom mohli nazvat jako genetickych identikit. Opét i v
tomto pfipadé musely byt provedeny ovéfovaci pokusy. V jednom z konkrétnich pfipadu
poskytla svoji DNA napf. redaktorka amerického televizniho kanalu Discovery. Spolecnost
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Parabon Nanolabs provedla z jeji DNA predpovéd jeji tvare, aniz by tusila, o jakou osobu
se jedna. Takto predpovézena tvar véetné barvy oci, vlasl a kiize byla naprosto Sokujicim
zplsobem podobna jeji reédlné fotografii a tedy jeji skute€né podobé. Série dalSich
ovérovacich pokusu potvrdila, Ze metoda je nejen dostatecné spolehliva, ale zejména umi
néco, o ¢emz bychom mohli pochybovat, Ze je vibec mozné. Rad bych vam proto popsal
prvni Uspésné nasazeni této metody v kriminalistické praxi.

Jednd se o prfipad hledani pachatele dvojnasobné vrazdy manzell Frenchovych,
ktera se stala 4. Unora 2012 v severni Karoliné v USA. Osudné noci doSlo ke vloupani do
domu téchto manzelu, pfi kterém lupi€¢ probudil v patfe spici dceru. Pachatel pfilozil ke
krku kfic¢ici dcery naz, ¢imz ji chtél pfimét k tomu, aby prFestala kficet. Jeji kfik vSak stacil
probudit rodi¢e spici v pfizemi domu, ktefi k ni pfibéhli na pomoc. Pachatel vytahl pistoli,
rodiCe zastfelil a ndsledné z domu utekl. Pfi manipulaci s noZzem se vSak sdm pofezal a
na zabradli schodisté zanechal krvavou stopu, ze které mohla byt ziskana DNA pro jeho
pozdéjsi identifikaci. Dcera zavrazdénych vypovédéla, Ze pachatel byl podobny jejimu
priteli Johnu Alvarezovi, ale tvrdila, Ze o néj se nejednalo, protoZze by ho stoprocentné
poznala. Tuto vypovéd potvrdila i analyza DNA, konkrétné takzvané profilovani DNA,
metoda, kter4 je dnes zcela standardné pouZivana pro identifikaci osob nejen v
kriminalistice. Tato analyza je zaloZena na srovnani nekddujicich usekd v DNA. Neumi
nam tedy poskytnout Zadnou informaci o tom, jak osoba vypad4, ale na zakladé shody v
téchto sekvencich je mozné s velmi vysokou spolehlivosti prokazat, Ze DNA ziskana ze
dvou ruznych biologickych vzorku, napf. DNA z mista ¢inu a DNA podezfelé osoby, patfi
jedné a téZze osobé. Této metodé je vénovano nékolik kapitol v pfedstavované knize.
Provedené profilovani pomoci DNA v tomto uvedeném pfipadu vSak pfineslo jeden
zajimavy poznatek. Analyza DNA nasvédcovala, ze DNA ze zabradli by mohla byt néjaké
pfibuzné osoby div€ina pfitele, coz bylo v souladu s jeji pfedchozi vypovédi. Proto
vySetfovatelé provedli analyzu pfibuznosti, o které se opét mlZete vice dozvédét v knizce.
Tato analyza vSak vyloucila, Ze by pachatelem mohl byt nékdo z rodiny Alvarezovych (v
Gvahu pfipadal jeho bratr nebo otec). Vzhledem k tomu, Ze dalSi vySetfovani k dopadeni
pachatele nevedlo, rozhodli se vySetifovatelé v roce 2015 oslovit firmu Parabon Nanolabs,
aby provedla pfedpovéd podoby pachatele z DNA pomoci jejich pfedpovédniho modelu
Snapshot. Tato analyza byla provedena v kvétnu 2015 a ukazala, Ze pachatel ma velmi
svétlou plet, hnédé oci, tmavé vlasy a ma smiSeny plvod — z jedné poloviny evropsky a
z jedné poloviny latinskoamericky, coz vySetfovatele opét navedlo k rodiné Alvarezovych,
ktefi jsou praveé takovym smisenym manzelstvim. Vymodelovana byla také podoba tvéare,
kterd byla velmi podobna bratru div€ina pfitele José Alvarezovi mladSimu. José Alvarez
mladSi i José Alvarez starSi nasledné dobrovolné poskytli svoji DNA pro profilovani. To
jednoznacné prokazalo, Ze pachatelem byl opravdu José Alvarez mladsi. Na zakladé
uvedenych dikazl byl v srpnu 2015 zatéen a v Cervenci 2016 odsouzen ke dvéma po
sobé jdoucim doZivotnim trestim bez moznosti podmine&ného propusténi. Mozna se ted
néktefi ptate, jak to, Ze pfedchozi analyza pfibuznosti jej jako pachatele vyloucila. | na to
odpovédélo provedené profilovani, které ukazalo, Ze José Alvarez starSi neni skuteCnym
biologickym otcem José Alvareze mladSiho.

Tento pfipad tak ukazal, jak skvéla metoda predpovidani podoby na zakladé DNA
je a Ze se mize velmi dobfe doplfiovat se starSi metodou DNA profilovani. Na webu firmy
Parabon Nanolabs se mizZeme docist jiZ 0 34 zvefejnénych pfipadech, v nichz byl pomoci
této metody dopaden pachatel.
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Na zaveér bych se jesté rad zminil i o jednom uméleckém vyuziti pfedstavenych
metod. Konkrétné se jednd o projekt “Stranger Visions” umélkyné Heather Dewey-
Hagborgové, ktera sbira biologické vzorky ve méstech Brooklyn a New York, napfiklad
zvykacky, nedopalky cigaret, vlasy a dalSi, z nichz izoluje DNA. Pomoci programu
Snapshot pak predpovida barvu o€i, kiize a morfologii tvafe. Na zakladé této predpovedi
pak pomoci 3D tiskarny vytiskne prostorovy model tvafe a nasledné doplini barvu oci a
kiZe. Timto postupem vytvofila vystavu s modely tvafi osob, které zanechaly pfislusné
biologické stopy a s touto vystavou jezdi po svété a ukazuje tak, jaké jsou moznosti dnesni
molekularni genetiky.

V kniZce se muzete docist i o dalSich moznostech, které nas ¢ekaji v budoucnosti.
Aktualné se napriklad pracuje na predpovédnim modelu pro vySku postavy, kudrnatost
vlasl, predCasnou pleSatost, pihovatost tvafe nebo dokonce na Sokujici moZnosti
predpovédét z DNA i pfijmeni jejiho nositele. Budoucnost zlocinu je tedy diky pokrokdm
v genetice a molekularni biologii velmi ¢erna.

RNDr. Pavel Lizal, Ph.D. (e-mail: lizal@sci.muni.cz) pasobi jako lektor na
Ustavu experimentalni biologie PiF Masarykovy univerzity. Ve své vyuce
se zaméfuje predevsim na populaéni genetiku a paleogenetiku ¢lovéka.
Intenzivni pfednaskovou ¢innosti nejen na Masarykoveé univerzité, ale také
napfiklad na gymnaziich nebo akcich pro Sirokou vefejnost se snazi
popularizovat genetiku a védecké poznatky v této oblasti.
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ZE SVETA GENETIKY

Cenu dr. Ludmily Sedlarovej-Rabanovej v roku 2019z iskal Adam TomaSovych
z Ustavu vied o Zemi SAV

Lubomir Tomaska

Katedra genetiky, Prirodovedecka fakulta, Univerzity Komenského, Mlynska Dolina,
llkoviCova 6, 842 15 Bratislava

Sestnactého decembra 2019 sa v Prezentaénom centre AMOS Prirodovedeckej fakulty
Univerzity Komenského (PriF UK) v Bratislave uskuto€nil 4. ro€nik slavnostného
odovzdavania Ceny dr. Ludmily Sedlarovej-Rabanovej (viac o Cene a Stipendiu pozri:
http://www.naturaoz.org/LSR.html). Slavnostny ceremoniél prebehol za G¢asti prorektora
UK doc. Jozefa Tancera, dekana PriF UK prof. Petra Fedora, sponzora oceneni Ing.
Viliama Sedlara, jeho zastupcu Ing. Petra Robla, predsedni¢ky obcCianskeho zdruzenia
Natura Ing. Martiny Nebohacovej a viac ako piatich desatok prisluSnikov akademickej
obce.

DrZitelka penia za rok 2019 Mgr. Miriam Pillerova s dekanom PriF UK prof. Petrom Fedorom
(vpravo) a Mgr. Petrom Roblom. Foto: Vladimir Kuric, Univerzita Komenského v Bratislave.
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Medzi ucastnikmi boli aj traja doterajSi drzitelia Ceny, dr. Silvia Bagelova-Polakova
(2016), doc. Peter Vdacny (2017) i minuloroCné laureatka dr. Katarina Bodova. Je
poteSitelné, Ze prave ona v roku 2018 zacala vyucovat kurz venovany popula¢nej a
kvantitativnej genetike na PriF UK. Unikatnu kombinaciu vedomosti z matematiky a
genetiky, za ktora ziskala Cenu v roku 2018, tak méze odovzdavat posluchacom
biologickych Studijnych programov.

Bilanciu uplynulého roku zavfsili prezentacie drzitelov Stipendia za rok 2018. Dr.
Filip Cervenak (Katedra genetiky, PriF UK) stravil jeden mesiac na Stredoeur6pskom
technologickom inStitate (Central European Institute of Technology, CEITEC)
Masarykovej univerzity, kde sa v laboratéoriu prof. Jifiho Fajkusa naucil niekolko
modernych technik zameranych na Stadium udrziavania koncov linearnych molekdl DNA
(telomér). Bc. Barbora Gromova (PriF UK a Ustav molekularnej biomediciny, Lekarska
fakulta UK) ziskala podporu na pobyt na Harvard Medical School (Boston, USA), kde sa
venovala problematike terapie zapalovych ochoreni typu Crohnovej choroby degradaciou
cirkulujucej DNA. Posledna Stipendistka z roku 2018, dr. Barbora Koneéna, bola v ¢ase
konania ceremonialu stéle na zahrani¢nej ceste a o svojich vysledkoch bude informovat
v roku 2020.

Stipendium dr. Ludmily Sedlarovej-Rabanovej za rok 2019 ziskala Mgr. Miriam
Pillerova z Ustavu molekularnej biomediciny (Lekarska fakulta UK) na finanénu podporu
jej pobytu v laboratoriu prof. Karyn M. Frickovej (Department of Psychology, University of
Wisconsin-Milwaukee, USA), kde sa bude venovat Ulohe receptorov pre pohlavné
hormdny v mozgu so zameranim na uzkost, depresiu a kogniciu.

Z nominacii, ktoré boli poslané do sutaze o Cenu dr. Ludmily Sedlarovej-
Rabanovej sa pat dostalo do findle. Styroch nominovanych ocenila komisia ¢estnym
uznanim. Dr. Kristina Hasdkova (Katedra zivocisnej fyziologie a etologie PriF UK) ho
ziskala za prispevok do oblasti Studia ulohy malych nekddujucich RNA v ginnosti
periférneho cirkadianneho systému v nadorovych tkanivach kolorektalneho karcinbmu
(Hasékova a kol., 2019); Mgr. Juraj Gazdarica (Katedra molekularnej biologie PriF UK) za
genomické Stadie venujuce sa metdodam prenatalnej diagnostiky zavaznych
chromozémovych porach (Gazdarica a kol., 2019; Budis a kol., 2019); Mgr. Zuzana
Kubiritovd (Katedra molekularnej biolégie PriF UK) za pracu popisujucu originalne
pristupy k genetickej diagnostike zaloZenej na datach z celogendmovych analyz
(Kubiritova a kol., 2019) a doc. Cestmir Altaner (Biomedicinske centrum SAV) za prace
venované novym moznostiam vyuzitia kmerfiovych buniek pre génovu terapiu (Altanerova
a kol., 2019; Altaner a kol., 2019; Altaner a Altanerova, 2019).

Cenu dr. Ludmily Sedlarovej-Rabanovej za rok 2019 ziskal dr. Adam
TomaSovych z Ustavu vied o Zemi SAV za sériu 8 prac (pozri zoznam referencii)
publikovanych v roku 2019. Adam TomaSovych pocas svojej relativne kratkej vedeckej
kariéry originalnymi vysledkami vyznamnou mierou prispel do rozvoja oblasti, ktoré su
mu najblizSie: (1) empirické pristupy a modelovanie dynamiky fosilizaénych procesov; (2)
biogeografia a makroekoldgia spoloCenstiev s morskymi bezstavovcami; (3) evoluéna
ekoldgia druhohornych a tretohornych morskych ekosystémov a masové vymierania na
konci triasu; a (4) konzervacna paleobiolégia morskych ekosystémov na kontinentalnych
Selfoch. V pracach publikovanych v roku 2019 do tychto oblasti prispel viacerymi cennymi
pozorovaniami. Na zaklade paleoekologického vyskumu holocénnych vrtov odobranych v
severnom Jadranskom mori zistil, Ze v tejto oblasti doSlo k rozsiahlej degradacii
bentickych ekosystémov s morskou vegetaciou a k vyraznému poklesu karbonéatovej
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produkcie eSte v prvej polovici 20. storocia, teda eSte pred nastupom silnej eutrofikacie a
znecistenia po roku 1950. Toto zistenie je zaloZené na stratigrafickej metodike ktoru dr.
TomaSovych so spoluautormi vyvinuli a publikovali v rokoch 2014-2018. Pozvany
komentar v Nature Ecology & Evolution ilustruje, Ze dr. TomaSovych je medzinarodne
uznavanym odbornikom s velkym reSpektom v Sirokej vedeckej komunite odbornikov
venujacich sa evoluc€nej biologii.

Mgr. Adam Tomasovych, PhD.

ikovanych v roku 2019, ktoré prispeli spo:
tastnenych v degradacii bentick :

Laureét Ceny za rok 2019 dr. Adam Tomasovych (vpravo) s Mgr. Petrom Roblom. Foto: Viadimir
Kuric, Univerzita Komenského v Bratislave.

Stvrty roénik sitaze o Cenu dr. Ludmily Sedlarovej-Rabanovej opét ilustroval, Zze aj v
slovenskych podmienkach sa da robit vyskum prindSajuci velmi kvalitné vysledky. Fakt,
Ze doterajSi laureati su z relativne vzdialenych oblasti (biochémia, genetika, zooldgia,
matematika, informatika, vedy o Zemi) ukazuje, Ze ceremonidl udelovania oceneni je
unikatnym miestom stretavania fudi, ktorych vedecké zameranie je sice velmi rdznorodé,
ale ma rovnaky ciel: kvalitny vyskum délezitych prirodnych fenoménov.

Referencie (tu énym pismom su zvyrazneni oceneni):

1. Altaner, C., Altanerova, U. (2019). Mesenchymal stem cell exosome-mediated
prodrug gene therapy for cancer. Methods Mol. Biol. 1895: 75-85.

2. Altaner, C., Altanerova, U., Jakubechova, J. (2019). Intracellular acting tumor cell-
targeted chemotherapy by MSC-suicide gene exosomes. Oncotarget 10(54):5573-
5575.
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O zmysluplnom hodnoteni Studentov

Lubomir Tomaska

Katedra genetiky, Prirodovedecké fakulta Univerzity Komenského, Mlynska dolina,
llkoviCova 6, 842 15 Bratislava

Majstrovska sveta v atletike 2019, Doha, Saudska Arabia. Patdesiat Sprintérov sa
v rozbehoch na 100 m pokuSa kvalifikovat do semifinale. Najlepsi ¢as (9,98 sekundy)
dosahuje buduci majster sveta Ameriéan Christian Coleman. DalSie poradie uréuju &asy,
ktoré sa od najlepSieho liSia postupne o 3 az 42 stotin sekundy. Poradie je jednoznacne
stanovené nameranymi ¢asmi a poradim atlétov v jednotlivych rozbehoch. Je teda
objektivnym zhodnotenim vykonov Sprintérov.

Pokusme sa na zaklade tychto nameranych vykonov vSetkych atlétov ohodnotit
znamkami od A-FX. Jedna z moZznosti je, Zze vSetkym, ktori sa nekvalifikovali do
semifinale, udelime FX, kedZe nesplnili poZiadavky nastaveneé pravidlami sutaze. Ked sa
vSak pozrieme do tabulky, rozdiel medzi poslednym kvalifikovanym a prvym
nekvalifikovanym Sprintérom je presne nula sekund. O kvalifikacii StastnejSieho atléta
rozhodlo, Ze Startoval v rozbehu, v ktorom sa umiestnil s rovnakym ¢asom na vysSsej
priecke, ako jeho kolega, ktory v rozbehu satazil s rychlejSimi borcami. Pritom stacilo, aby
bolo na atletickom ovale o jednu drahu navySe a kvalifikovat sa mohli dalsi traja atléti.
llustruje to, Ze hranica uréujuca, kto sa kvalifikuje do dalSieho kola, je arbitrarna a mé Cisto
technické dovody. Fakt, ze dvaja atléti s tym istym ¢asom su hodnoteni dvomi odliSnymi
znamkami zasadne ovplyvrujucimi ich osud naznacuje, Zze s hodnotenim FX Sprintérov,
ktori nepostupili do dalSieho kola, je potrebné zaobchadzat nanajvys opatrne.

Zatial sme riesili iba otdzku, kde postavit hranicu medzi prospel-neprospel. Nech
teda prospeli iba ti atléti, ktori postupili do semifindle. Ohodnotme ich znamkami na
zaéklade casov, ktoré dosiahli. Prvy Coleman zabehol rozbeh za 9,98 sekundy,
dvadsiatystvrty (beZali sa tri semifindle po 6smych beZcoch) Brit Ojie Edoburun 10,23
sekundy. Prvy scendr: rozdefme 25 stotin sekundy, reprezentujucich rozdiel medzi prvym
a poslednym kvalifikovanym Sprintérom, po 5 stotindch a kazdému intervalu pridelime
postupne A az E. Druhy scenar: A udefme iba Colemanovi (bol najlepsi a jediny bezal pod
10 sekuand) a zvySnych 23 stotin rozdelme na 4 intervaly (B-E) po 5 aZ 6 stotinach. Treti
scenar: neudelme Ziadne A, svetovy rekord Usaina Bolta je 9,58 sekundy a A by mal
dostat iba atlét, ktory bude beZat na jeho urovni (alebo rychlejSie). Coleman si zaslizi B,
alebo este lepSie C; zaver behu odflakol a vie beZat aj rychlejSie (v semifinale zabehol za
9,88 a vo finale 9,76 sekundy). Stvrty scenar:...

Priklad so Sprintérmi ilustruje, Ze aj v pripade, ked vieme zostavit poradie sutaZia-
cich podfa objektivne meratefnych ukazovatelov, je ich rozdelenie do arbitrarnych skupin
zatazené subjektivnym uréenim hranic medzi nimi. O to taZSie je to v pripade, Ze objek-
tivne meratefné ukazovatele nemame k dispozicii. Tu je niekoflko prikladov, ktoré uvadza

21



Albert-Laszlé Barabasi vo svojej knizke The Formula: The Universal Laws of Success:1

Sutaz vin je pre vinarov nielen moznost predstavit svoje produkty. Medaila na
etikete zvySuje cenu vina i prestiZz vinarstva. Vina hodnotia skuseni someliéri, ktorych
komunita vinarov akceptuje ako expertov na posudenie kvality, a tak i stanovenie
objektivneho poradia sutaziacich vin. Pritom, na zaklade vysledkov experimentu Roberta
Hogsona vieme, Ze ak ten isty someliér ochutna to isté vino poc¢as sutaze trikrat (nahodne
zaradené medzi ostatné vzorky), v 82 percentach pripadov mu da tri velmi odliSné
hodnotenia. To znamena, Ze okrem variability hodnotenia medzi jednotlivymi someliérmi,
ten isty someliér je nekonzistetny pri hodnoteni toho istého napoja. To isté vino hodnotené
viackrat tym istym ¢lovekom sa tak ocitéa raz v Sedej zone priemernych a o chvilu medzi
zlatymi medailistami.2

Prestizna sutaZ talentovanych interpretov klasickej hudby. Clenmi poroty su
etablovani odbornici, ktori z desiatok hudobnikov vyberu tych najlepSich, ktori tak okrem
finan€nej odmeny ziskavaju cenny bonus pre Uspesny Start ich kariéry. Okrem oficialnej
sutaze paralelne prebieha aj hlasovanie amatérov. Vysledok: poradie sa do velkej miery
prekryva s poradim stanovenym expertami. A to napriek tomu, Ze amatérski porotcovia
sutaziacich iba videli na videu, na ktorom bol vypnuty zvuk. Dokonca ti, ktori nepoculi
interpreta sa s profesionalnymi porotcami zhodovali viac ako ti, ktori ho videli aj poculi.?
Parameter, na zaklade ktorého mali byt sutaziaci hodnoteni, sa tak ukazal ako nedélezity
pre zostavenie poradia.

Zato poradie, v ktorom sutaziaci vystupuja, méze byt dolezité pre ich umiestnenie.
Sutaz mladych interpretov klasickej hudby Queen Elisabeth International Music
Competition sa uskuto€riuje s kratkymi prestavkami od roku 1937. Ma prisne pravidla,
ktoré zarucuju spravodlivé posudenie sutaziacich. Napriklad vSetci hraja tu istd skladbu,
ktora bola zloZend iba pre potreby sutaze a na jej nacvicenie maju ten isty ¢as. Aby bola
zabezpecena rovnost Sanci, poradie, v ktorom vystlpia v priebehu Siestich dni, si
vylosuju. Prave toto pravidlo vSak vedie k tomu, Zze za vySe 70 rokov nevyhral interpret,
ktory vystapil prvy den, dvaja vitazi vystupili na druhy den a iba jeden laureat predviedol
svoje umenie posledny den sutaze. Polovica vitazov vystupila pred porotou v priebehu
piateho dfia sutaze. Statisticka analyza vysledkov viedla k zaveru, Ze viac ako kvalita
vystlpeni rozhodovalo poradie, v ktorom sa sutaziaci predstavili.* A neplati to iba pri
hudobnych sutaziach, ale napriklad aj pri krasokorCulovani, kde sa znamky v
kvalifikacnom kole systematicky zvySuju podfa poradia, v ktorom nastupujd sutaziaci na
lad napriek tomu, Ze poradie si pred sutazou losuju.> Podobne, vyber sudcov v
Spanielsku prebieha pogas jedného tyZdia pred porotou, pricom poradie adeptov uréuje
los. Hlavnym prediktorom ich Uspechu je pritom deri, kedy predstupia pred hodnotitelov
(pre zaujimavost, pondelok je katastrofa, zatial ¢o piatok poskytuje 75 percentnu Sancu
uspiet).!

!Barabasi, A.-L. (2018). The Formula: The Universal Laws of Success (Little, Brown and Company).
’Derbyshire, D. (2013). Wine-tasting: it's junk science. The Guardian;
https://www.theguardian.com/lifeandstyle/2013/jun/23/wine-tasting-junk-science-analysis

$Tsay, C.J. (2013). Sight over sound in the judgment of music performance. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 110,
14580-14585.
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ist posledny je vyhodou i pri Gstnych prijimacich pohovoroch na postdoktoralny
pobyt na prestiznych americkych univerzitach. Nie je to preto, Ze uchadzadi, ktori sa
dostanu na rad neskoér, lepSie odpovedaju na otadzky ¢lenov komisie, ale preto, lebo
Clenovia komisie vdaka skusenostiam, ktoré ziskali pri spovedani predchadzajucich
adeptov, kladu lepSie otazky. Bonusom zvySujucim Sancu na uspech méze byt zviastne
tetovanie, chytlavy smiech, €i kriklavé tenisky, teda ukazovatele, ktoré sice vyclenuju
adepta spomedzi ostatnych, vobec vSak neslvisia s parametrami, ktoré su predmetom
pohovorov.! Hodnotenie uchadzacov tak nereflektuje ich kvalitu, ale mentalne nastavenie
hodnotitefov.

Je potrebné dodat, Ze uvedené problémy s hodnotenim nastéavaju v pripadoch, Ze
v posudzovanej mnoZine su kandidati, ktori presli primarnym kolom selekcie. Do rozbehov
na 100 metrov sa na majstrovstvach sveta dostanu iba atléti, ktori splnia prisne ¢asové
limity; do prestiznej sutaZe vin sa nedostan( vzorky, ktoré nespifiaji v3eobecne
akceptovatelné kritéria; v hudobnych sutaziach typu Queen Elisabeth International Music
Competition nie su Ucastnici, ktori by vyborne neovladali svoj nastroj; na astne pohovory
na postdoktoralnu poziciu na Spi¢kova univerzitu su pozyvani uchadzaci vybrani na
zaklade pisomnych materialov.

V skupine, ktorej prisludnici sa v nej ocitli na zéklade prisneho vyberu, tak
nevyhnutne vznikaja problémy s ich odliSenim podla kvality. ZvIast, ked nie je k dispozicii
spbsob, ako ich objektivne zmerat: sutaze interpretov klasickej ¢i popularnej hudby,
literarne a filmové ceny, sutaze o najlepSie vina, meranie kvality ucitelov, hodnotenie
grantovych projektov [v tomto pripade sa ukazuje ako najlepSia stratégia losovanie] ... a
znamkovanie vysokoskolskych Studentov, ktori boli vybrati na prislusny Studijny program
na zaklade prijimacich pohovorov (s predpokladom, Ze tieto prijimacie pohovory UspesSne
nezvladnu vsetci zucastneni).

Sme v zajati naSej ambicie vykony fudi v tychto ¢innostiach delit do kategorii:
vynikajuci-vyborny-priemerny-podpriemerny-nevyhovujuci, A-B-C-D-E-FX, 1-2-3-4-5.
Richard Dawkins v knihe Pribeh predka tuto ambiciu nazyva delusion of discontinuity
(iluzia preruSovanosti), kde mame pocit, Ze spojité rady je mozné arbitrarne rozdelit na
diskrétne skupiny. To, odvolavajuc sa na evolu¢ného bioldga Ernsta Mayra, bolo okrem
iného dévodom, prec€o sa v duchu platonovského esencializmu druhy povazovali za stale
jednotky, pricom rozdielnosti ich individualnych prislusnikov boli interpretované ako
odchylky od ideélu (esencie).

4Fléres, R.G., and Ginsburgh, V.A. (1996). The Queen Elisabeth Musical Competition: How fair is the final
ranking? Stat. R. Stat. Soc. 45, 97-104.

5Bruine de Bruin, W. (2005). Save the last dance for me: Unwanted serial position effects injury evaluations.
Acta Psychol. (Amst). 118, 245-260.

6Adam, D. (2019). Science funders gamble on grant lotteries. Nature doi: 10.1038/d41586-019-03572-7.
“Dawkins, R., and Wong, Y. (2004). The ancestor’s tale: a pilgrimage to the dawn of evolution (Houghton
Mifflin Harcourt).

8Tettelin, H., Masignani, V., Cieslewicz, M.J., Donati, C., Medini, D., Ward, N.L., Angiuoli, S. V., Crabtree,
J., Jones, A.L., Durkin, A.S., et al. (2005). Genome analysis of multiple pathogenic isolates of Streptococcus
agalactiae: Implications for the microbial “pan-genome.” Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102, 13950-13955; ;
Barras, C. (2019). Human or hybrid? The big debate over what a species reaally is. New Scientist; 23. januar
2019; https://www.newscientist.com/article/mg24132140-200-human-or-hybrid-the-big-debate-over-what-
a-species-really-is/.
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Dnes vieme, Ze hranice medzi biologickymi druhmi st velmi rozmazané a napriklad
v pripade prokaryotickych mikroorganizmov sa uz od koncepcie druhu sensu stricto
postupne upusta.2 Dawkins v Pribehu predka problém ilizie preruSovanosti (ktory neskor
nazval terorom prerusovanej mysle) ilustruje na hodnoteni Studentov znamkami.
Zaradenie Studentov do kategérii (napriklad A,B,C...FX) je praktickym néstrojom pri
udelovani Stipendii, ubytovania na internatoch, vyznamenani pri proméciach, ¢i pri
posudzovani Ziadosti o prijatie na vySSi stupen Stidia alebo do zamestnania. Vykony
Studentov na skuSkach vSak predstavuju kontinuélny rad a aj ked mame kvantitativne
meratelné parametre (napriklad body zo skiSobného testu), z analogického prikladu so
Sprintérmi je zrejmé, Ze objektivne rozdelenie tohto spojitého radu do nespojitych kategorii
je prinajmensom problematické. Kde je hranica medzi FX (neprospel) a A-E (prospel)? 20
percent, 50 percent, alebo 75 percent bodov? A chceme X percent zo vSetkych otazok,
alebo 100 percent z konkrétnych otazok, ktoré tvoria X percent testu? A ked sa
rozhodneme, Ze napriklad sta¢i, aby Student ovladal polovicu skuSaného uciva, ako
rozdelit zvySné hodnotenia? Paritne? Alebo A méze dostat Student iba za perfektny (100
percentny) vykon? Tieto otazky su dokonca zloZzitejSie, ako v pripade prikladu so
Sprintérmi, pretoZe zatial ¢o vSetci Sprintéri maju prebehnat rovnakych 100 metrov, rozni
Studenti na tej istej skiske mdzu mat rézne narocné testy. Netrivialnost’ tychto otazok
podciarkuje aj fakt, Ze pokial by boli fahko zodpovedatelné, tak v3etci ucitelia pouZzivaju
rovnaku hodnotiacu Skalu.

ESte zlozitejSie je hodnotenie eseji, Ustnych skusok alebo obhajob zaverecnych
prac, pri ktorych (do istej miery alebo Uplne) absentuji meratefné ukazovatele
Studentovho vykonu. Ked hudobni experti ohodnotia interpretov v hudobnej sutazi
rovnako ,dobre* ako amatéri, ktori muzikantov vébec nepocuju, aki mame istotu, ze pri
skusani Studentov nevedome nepouzivame rovnakeé kritéria? Ak skdseni someliéri to isté
vino v priebehu jednej ochutnavky vyhodnotia raz ako skvost a o chvilu ako priemer, aku
mame istotu, Ze sa tato nekonzistencia neprejavuje aj pri nasom hodnoteni Studentov?
Ak pri posudzovani kvality krasokorCuliarov, adeptov na Spanielskych sudcov, Ci
uchadzacov o akademicky post je rozhodujucejSie poradie, v ktorom sa dostanu pred
komisiu, ako ich vykon, ako vieme skontrolovat, Ze vSetkych Studentov posudzujeme
podla rovnakych kritérii?

Tieto otazky nenaznacuju, ze by sme mali prestat Studentov hodnotit’; pri technike
hodnotenia by sme sa mali zamysliet, ¢o je jeho hlavhym zmyslom. Pravdaze, znamky su
uzito¢né z praktickych dévodov spominanych vysSie (napr. Stipendid, internaty, prijimacie
pohovory). Hlavnym ciefom hodnotenia Studentov by vSak mala byt pozitivna motivacia
Studentov k Studiu. Inymi slovami, hodnotenie by malo Studenta emoc¢ne naladit' tak, aby
mal zo Studia poteSenie. Aku Ulohu v naplneni tohto ciela zohravaju znamky?

Hoci méZzeme mat pocit, Ze zl& zndmka mdéze Studenta motivovat k lepSim
vykonom, empirické data tato Gvahu nepodporuju. Naopak, doéraz na znamky cCasto
zniZuje motivaciu pre uenie a mdze v kone€nom désledku viest k horSim vysledkom tych
ktory sa venoval kognitivnemu vyvinu Studentov pocas ich vysokoskolského Studia, v
Studentov, ktori su najviac motivovani ziskanim lepSej znamky. [Psycholdg William Perry,
tomto kontexte citoval Studenta: ,| cannot afford to get interested in this course because |

°Dawkins, R. (2014). Essentialism. In What Scientific Idea Is Ready for Retirement?, J. Brockmann, ed.,
edge.org.
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ako hlavna motivaciu; skor vykazuji vysokd mieru vnatornej motivacie nie¢o sa naucit.10
Mimochodom, plati to aj v pripade hodnotenia ucitefov; zlé hodnotenie ucitela Studentami
v anketach nevedie k pozitivnym, ale ¢asto skor k negativnym zmenéam v jeho ucitelskom
vykone.t!

Ked zlé znamky neplnia Ulohu, ktord ma hodnotenie Studenta, ako je to s dobrymi
znamkami? Tu do istej miery plati ekonomické pravidlo: ak je dobr4 znamka tazko
ziskatelnda, je to cenena komodita. Ak je jej vyskyt promiskuitny, straca na hodnote.
Dostavame sa do zdanlivo nerieSitelnej situacie: zlé znamky ich drzitefov nemotivuja,
dobré znamky maju hodnotu iba v pripade, Ze su zriedkave.

Znamkovanie univerzitnych Studentov, predovsetkym tych, ktori su posluchaémi
vyberovych Studijnych programov, tak predstavuje tri problémy v jednom: (1) zndmkujeme
skupinu ludi, ktorych vykony predstavuju kontinualny rad a napriek tomu ich rozdefujeme
do diskrétnych kategorii, ktoré tvorime na zaklade vagnych pravidiel; (2) zndmky ¢asto
nie st odrazom redlnej kvality vykonu Studenta, ale subjektivnych pocitov skdsajucich
alebo inych okolnosti, ktoré priamo nesuvisia s hodnotenym vykonom; a (3) znamky nie
su idealnym nastrojom na emoc¢nu motivaciu Studenta k Stadiu.

Tento trojjediny problém sa dé& vyrieSit vyslobodenim z tyranie preruSovanosti,
znizenim vahy znamkovania a zvySenim vahy spatnej vazby.1? Ak je to mozné, zoradme
Studentov do poradia podla meratelnych ukazovatelov (napr. body z testu); robme vSak
Casté priebezné testovanie a poradie zostavme zo vSetkych testov. Federer, Nadal Ci
Djokovi€ nie s najlepSi svetovi tenisti preto, lebo vyhrali jeden z turnajov Grand Slam,
ale preto, ze dlhodobo na vSetkych turnajoch (v€itane tych z Velkej Stvorky) postupuju do
najvyssSich kél. Tam, kde nie su k dispozicii kvantitativne parametre (Ustne skusky,
obhajoby, eseje), pokisme sa takéto poradie urobit s vedomim, Ze bude zatazené
subjektivhou chybou. Uvedomujuc si, Ze sa jej urCite dopustime, skisme ju aspon znizit:
ku kazdému Studentovi si napiSme dovody, pre¢o sa ocitol na tom mieste v poradi, ktoré
sme mu pridelili. Studentov okrem znamky vyhodnotme aj slovne, v diskusii s nimi
vyzdvihnime pozitiva, upozornime na nedostatky. Nemusime im povedat, na ktorom
mieste v poradi sa ocitli; ovela dblezitejSia spatna vézba je, Zze sme identifikovali silné i
slabSie stranky ich vykonu. [To, Ze spéatna vazba je pre Studentov skutoCne dolezita,
vyplyva aj z dotaznikového prieskumu medzi naSimi Studentami (Priloha 1)]*® . Musime
byt pritom dprimni. Chvalu nedevalvujme superlativmi (,vynikajuaci, ,0Zasny*,
Jfantasticky"), ked to nemyslime vazne. Nepodliehajme ilGzii, Ze chvalenie za kazdu cenu
je vzdy pozitivnou motivaciou. Student tito falodni pochvalu fahko odhali a ta bude mat
Uplne opacny efekt. A naopak, pri sumarizovani negativ budme prisni, ale majme ich
podloZzené argumentmi a budme ochotni o nich so Studentom diskutovat. NevymysSlajme
si negativa len preto, Ze mame pocit, Ze nasou Ulohou je nejaké uviest. Spomefme si, s

0Lin, Y.G., McKeachie, W.J., and Kim, Y.C. (2003). College student intrinsic and/or extrinsic motivation and
learning. Learn. Individ. Differ. 13, 251-258.

1Svinicky, M., and McKeachie, W.J. (2013). McKeachie’s Teaching Tips (Cengage Learning).

Hattie, J., Timperley, H. (2007). The power of feedback. Rev. Educ. Res. 77, 81-112.

BDetailné data a ich vyhodnotenie su k dispozicii u autora.
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akym pocitom sme Ccitali posledny posudok na nas tazko odpracovany ¢lanok, v ktorom
posudzovatel v snahe byt kriticky dlhym zoznamom neopodstatnenych negativnych
komentarov presvedcCil editora, aby manuskript odmietol bez poskytnutia moznosti sa k
posudku vyjadrit. Aka negativhu emdciu, frustraciu sme po cCitani posudku prezili!
Vyhnime sa podobnej chybe, byt kriticky neznamena byt negativisticky. NaSim cielom
ako ucitefov je Studentom pomact, nie ich poskodit'.

s v s

Studentov. Nemali by sme sa vSak nimi nechat uvaznit do ilazie preruSovanosti, teda Ze
vykony Studentov je mozné jednoznacne rozdelit do diskrétnych kategorii. Pri ich
hodnoteni by sme nemali znAmkam davat vac¢siu vahu ako si realne zaslUzZia a na strane
druhej vyuzit hodnotenie na skuto€ne pozitivnu motivaciu Studentov k spoloénému
poteSeniu z ich (i nasho) vzdelavania.

Priloha 1. Vysledky dotaznikového prieskumu o posto  joch Studentov k spdsobu
hodnotenia ich Studijnych aktivit. = Dotaznik bol anonymne vyplneny Studentami (n=41)
navstevujucimi kurz Molekularna biolégia bunky 1 (19.11.2019). Vyber tejto skupiny bol
zaloZzeny na tom, Ze (1) ide o Studentov, ktori boli na Studijné programy (genetika,
biochémia, fyziolégia rastlin, resp. mikrobiolégia) vybrani a (2) maju za sebou celé
bakalarske Stadium, t. j. skdsenosti s roznym hodnotenim vSetkych typov kurzov (v€itane
obhajob zavereénych prac). Studenti mali za Glohu krizikom oznagéit, & s prislusnym
vyrokom sthlasia (ANO), nesthlasia (NIE), alebo nemaju jednoznaény nazor (NEV).
Okrem toho mali do dotaznika uviest hodnotenie zakladnych kurzov Genetika a
Biochémia, kurzu Metody v molekularnej a bunkovej biologii a Obhajoby bakalarskej
prace. Z tychto hodnoteni bol urobeny pre kazdého Studenta priemer (A-1; B-1,5; C-2; D-
2,5; E-3); celkovy priemer = 1,57731 +/-0,3548, median = 1,5. Pre grafické znazornenie
vysledkov boli pocitané percentd zo vSetkych odpovedi, resp. z odpovedi Studentov s
nadpriemernym (1,00-1,25; n=9), resp. podpriemernym (2,00-2,33; n=9) priemerom (pre
presné Cisla vid tabufky pod grafmi). Cielom bolo zistit, ¢i v jednotlivych odpovediach sa
Studenti s lepSimi, resp. horSimi vysledkami odliSuju od celkovej distriblcie (pri
porovnavani je potrebné zohfadnit fakt, Ze percenta v jednotlivych skupinach su pocitané
z rdznych zékladov (41 vs. 9).

Z uvedenych dat (su k dispozicii u autora), berdc do Uvahy nizkopo&etnost respondentov
(zvlast plati pre Studentov s lepSim a horSim priemerom), je mozné dedukovat, Ze:

(1)  Studenti povazuji za hlavni motivaciu Studijného snazenia ziskat o najlepsie
vzdelanie (niektori vSak evidentne ako hlavna motivaciu uviedli aj znamky aj vzdelanie).
(2) Uloha znamok (dobrych i zlych) pri motivécii k lepSiemu Studijnému vykonu bola
hodnotena velmi heterogénne, tlohu zohrava u zhruba 1/3 Studentov.

(3)  Studenti jednoznaéne preferuji spatni véazbu ugitela (pozitivnu i negativnu) pre
znamkou ako zhodnocovacim parametrom ich Studijného vykonu.

(4) Pre drviva vacésinu Studentov je znamka menej délezZita ako to, o sa na kurze
naucia.

(5)  Studenti (a prekvapivo ani ti nadpriemerni) nepovazuji za déleZité vyzdvihovanie
tych, ktori z kurzu ziskali tie najlepSie vysledky. Zaroven vsSetci (tentokrat asi
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neprekvapivo) nechcu, aby ucitel pri vyhodnocovani kurzu explicithe poukazoval na tych
ktori dosiahli (pod)priemerné vysledky.

(6)  Zo spbsobov hodnotenia kurzov sa Studentom najobjektivnejSiou zda byt Ustna
skusSka (menej pisomny test a najmenej esej).

@) K hodnoteniu obhajob zavere¢nych prac znamkami Studenti nemaju vyhraneny
nazor.

(8) Variant hodnotenia obhajob prospel/neprospel so slovnym hodnotenim sa zda byt
prijatefnejSi pre vacsinu (2/3) Studentov pri¢om cca a 1/4 k tomu nema vyhraneny nazor).
NajnerozhodnejSia je skupina Studentov s lepSim priemerom.

(9) Vadésina Studentov by nebola za uplné zruSenie znadmok, zaroven vsak drviva
vacsina by privitala ich kombinaciu so spatnou vazbou (vo forme slovného hodnotenia)
ucitefa.

Prof. RNDr. Lubomir TomaSka, DrSc. je vedoucim Katedry genetiky
Prirodovedecké fakulty UK v Bratislavé (http:/fns.uniba.sk/kge/; (e-mail:
lubomir.tomaska@uniba.sk). Zabyva se molekularnou genetikou kvasinek.
Spolu s prof. Jozefom Nosekom vedie spolo¢né laboratérium katedier bio-
chémie a genetiky PriF UK (http://www.biocenter.sk/welcomel.html).
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Analyza genovych produkt @ vznikajicich v d Gsledku alternativniho sest fihu
pre-mRNA a jejich vyznam v onkogenezi karcinomu prs u

Jan Hojny

1. Iékafska fakulta UK a VSeobecna fakultni nemocnice v Praze, Ustav biologie a
lékafske genetiky, Katefinska 1660/32, 121 08 Praha 2

Abstrakt

Karcinom prsu je celosvétové nejCastéji diagnostikované nadorové onemocnéni u Zzen. V
5-10 % vSech pfipadu je pozorovana geneticka souvislost, obvykle zpusobena patogenni
mutaci v nékterém z predispozi¢nich genl. Ackoliv byla fada poskozujicich mutaci v
kodujici sekvenci téchto genu popsana, u velkého procenta familiarnich pfipadd (> 50 %)
nebyla pfigina dosud nalezena. Rada identifikovanych patogennich mutaci byla
lokalizovana v konsenznich sestfihovych mistech, které maji za nasledek vznik
aberantnich sestfihovych forem mRNA vedoucich k translaci poSkozenych protein. Malo
je v8ak zndmo o variantach poskozujicich regulani sestfihova mista, ktera mohou vést k
tvorbé obdobnych forem mRNA. Pro nepfimou analyzu variant, ovliviiujicich pfirozeny
sestfih, jsme navrhli metodiku detekce sestfihovych variant jakéhokoliv genu zaloZzenou
na multiplexni PCR a nasledné analyze pomoci NGS s vysokou citlivosti. Ovéfeni této
metodiky na modelu BRCA1 odhalila pfitomnost 94 sestfihovych variant v leukocytech
periferni krve, zdravé prsni a pfilehlé tukovée tkani, €¢imz byl vytvofen dosud nejpodrobné;si
katalog fyziologicky se vyskytujicich mRNA variant BRCAL. Nej¢astéji se vyskytujici
varianty, zachovavajici ¢teci ramec, byly pfesné kvantifikovany pomoci RT-gPCR, ktera
odhalila pfitomnost 6 ubikvitné se vyskytujicich alternativnich transkriptd s relativni
expresi > 1 % celkové exprese BRCA1 (A5; A9 10; A9 _10,11qg; ¥ 13 a IRIS). Déle jsme
prokazali tkanové specifickou miru exprese u variant A9 10, ¥13 a IRIS. VétSina
ubikvitnich variant si pravdépodobné zachovava charakter formy divokého typu, ci
vykazuje dosud neobjasnénou regulacni funkci. Vysledky prace objasnuji slozeni a
mnozstvi mMRNA variant BRCA1 v relevantnich zdravych tkanich. Na zakladé tohoto
katalogu je napf. mozné okamzité identifikovat aberantni sestfihové mRNA varianty,
vyskytujici se v nadorové tkani, ¢i prokazat pfitomnost mutace, vedouci k deregulaci
sestfihu pre-mRNA, v pfipadé negativniho vysledku mutacni analyzy BRCAL.

Uvod

Podle sou¢asného, obecné pfijimaného modelu kancerogeneze, je pro rozvoj maligni
transformace nutné nakumulovat nékolik konsekventnich mutaci v regionech genu re-
gulujicich zékladni bun&&né procesy (Cahill et al., 1999). Usp&3néa nadorovéa burika musi
pozménit svoji fyziologii, aby byla schopna autonomni proliferace, potlaceni apoptézy,
rezistence k signalim rustovych inhibitort, neomezené moznosti replikacniho potenciélu
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a nasledné i mozné angiogeneze, invaze a metastazovani (Hanahan a Weinberg, 2000).
V pribéhu kancerogeneze jsou tradicnimi cili mutaci tzv. nadorovych
supresorovych genu, jejichz proteinové produkty jsou zapojeny v protinadorovych
procesech, jako jsou opravy DNA, zastaveni bunééného cyklu, iniciace apoptozy atd.
AvSak dle Knudsonovy teorie dvou zasahl je nutné alterovat sekvenci DNA na obou
alelach genu, aby byla vyfazena funkce pfislusného nddorového supresoroveho proteinu
(Knudson, 1971). VétSina nadorovych onemocnéni proto vznikd aZz v pokrocilejSi fazi
Zivota, ve chvili, kdy se v bunice nahromadi dostate€né mnoZstvi somaticky vzniklych
mutaci nejen v nadorovych supresorovych genech. Existuje vSak fada nadorovych
onemocnéni, nebo jejich forem, které se projevuji ve vyrazné nizSim véku. U mnoha z
nich jsou predispozice k témto onemocnénim v rodiné dédény. Divodem je vyskyt
zarodeCné mutace v jednom z nadorovych supresorovych genu, ¢imZz je oslabena
protinadorova ,bariéra“ a usnadnén proces vzniku nadoru. Pfikladem mohou byt pfiinné
mutace v BRCA1, které ve vétSiné pfipadu zpusobuji dédi¢nou formu karcinomu prsu.

Identifikace pfi¢innych mutaci u dédi¢nych nadorovych onemocnéni jsou v dnesni
dobé provadény pomoci masivniho paralelniho sekvenovani, tzv. sekvenovani nové
generace — NGS (New Generation Sequencing), které nam umoznuje analyzovat
genetickou informaci u rozsahlych genovych panelt, pfipadné celych exomud ¢i genoma
jedincu. Stinnou strankou takto mocného nastroje je detekce velkého mnoZstvi Casto
neznamych alteraci s nejasnym dopadem (VUS — variant of uncertain significance), které
je obtizné rychle charakterizovat. Kromé relativné dobfe popsanych zmén v kodujicich a
prilehlych oblastech (bodové mutace, mutace konsenznich sestfihovych mist,
delece/inzerce nebo velké chromozomalni prestavby) nebo epigenetickych zmén
ovliviujicich expresi daného genu (hypermetylace tzv. CpG ostrlivki v promotorové
oblasti genu, modifikace histonl a zména oblasti na transkripné neaktivni
heterochromatin), existuje cela fada mutaci postihujici intronové oblasti, o jejichz dopadu
neni dosud mnoho znamo (Scholzova et al., 2007).

Pokud intronové mutace postihnou sekvenci, na kterou nasedaji sestfihové nebo
regulaéni faktory (at uz pozitivné nebo negativné pulsobici), mGze dojit ke zméné
sestfihového vzorce pro dané geny, a tak k ovlivnéni produktl genové exprese.
Kvalitativni (i kvantitativni) zména na drovni genové exprese muze mit v fadé prFipadud
velice zavazné duasledky. Napfiklad tvorba alternativnich sestfihovych variant (ASV)
androgenniho receptoru je Uzce spjata se vznikem a vyvojem metastatickych karcinom
prostaty (Paschalis et al., 2018).

Ackoliv se studium intronovych sekvenci po nastupu NGS mnohonasobné
zefektivnilo, charakterizovat dopad nalezenych intronovych odchylek od referenéniho
genomu u daného jednotlivce je vzhledem k obrovskému mnoZstvi dat z celogenomovych
studii a k vysoké heterogenité intronovych sekvenci napfi¢ populacemi a znacnému
mnozZstvi privatnich variant jednotlivce, stale velmi obtizné. Ke spravné interpretaci
mutaci, postihujici regulacni sestfihové sekvence, je nezbytné tyto sekvence napfic
introny identifikovat. | pfes existenci fady rlznych prediktivnich algoritm( detekce
regula¢nich mist in silico, neni identifikace téchto oblasti zcela spolehliva.

Alternativni, v této praci navrhovany, pfistup pro odhaleni variant postihujici
regulacni mista sestfihu, vychazi ze znalosti vSech fyziologicky vznikajicich sestfihovych
forem mRNA. Detekce raznych sestfihovych variant je v sou¢asnych podminkach RNA
sekvenovani nové generace (RNA-Seq) nepomérné snazsi, a proto je i relativné snadné
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touto metodou odhalit aberantni sestfihovou variantu mRNA pfi znalosti souboru
fyziologicky se vyskytujicich sestfihovych variant.

Predkladana prace je proto zaméfena na problematiku vzniku fyziologicky se
vyskytujicich alternativnich sestfihovych variant, navrhu metodiky pro jejich komplexni
identifikaci a kvantifikaci s vysokou pfesnosti na modelu BRCA1, coZ je prvni a nezbytny
krok pro odliSeni fyziologicky se vyskytujicich variant od variant vzniklych na zakladé
poskozeni sestfihového vzorce na Urovni mutaci DNA. Pfes veSkery pokrok a znalosti tyto
informace (kromé sporadickych analyz) u vétSiny gena chybi.

Hypotézy a cile prace

Jako modelovy gen pro analyzu alternativnich sestfihovych variant, ktery predisponuje ke
karcinomu prsu, byl vybran gen BRCA1. DGvodem byla existence a precizni popsani fady
jeho ASV, dlouhodoby vyzkum tohoto genu v nasSi laboratofi, dostate¢na komplexita
(obsahuje 22 kédujicich exonll) a v neposledni fadé velmi nizka exprese mRNA ve
zdravych tkdnich. RPKM se ve vétSiné vySetfovanych tkani pohybuje okolo 1 (Reads Per
Kilobase Milion — normalizovana hodnota mnozstvi ¢teni na kilobazi transkriptu vztaZzenou
k milionu &teni; Fagerberg et al., 2014). Ztéchto ddvodl je analyza ASV BRCA1l
obvyklymi metodami nelehka.

Cile prace

a) vytvofit robustni systém s vysokou senzitivitou a reprodukovatelnosti pro rychlou a
komplexni identifikaci pfitomnych alternativnich sestfihovych variant mRNA
BRCAL1, ktery by byl univerzalni a aplikovatelny na jakykoliv jiny gen naSeho zajmu

b) identifikovat timto systémem alternativni sestfihové varianty mRNA BRCA1l a
pomoci RT-gPCR s primery, nasedajicimi do specifickych exon-exonovych
spojeni, kvantifikovat vybrané sestfihové varianty a vytvofit tak komplexni
kvalitativni i kvantitativni katalog mRNA variant BRCA1, vyskytujicich se v
leukocytech periferni krve, nenadorové prsni tkani a nenadorové perimamarni
tukové tkani

c) vytvofit a vyhodnotit expresni profil sestfihovych variant mRNA BRCA1l ve
vySetfovanych tkanich u pacientek s karcinomem prsu a zdravych kontrol.

Material a metodika

V pfistupech pro kvalitativni a kvantitativni analyzu alternativnich sestfihovych variant
byla navrzena metodika vyuzivajici kombinaci jednoduchych, rutinné provadénych,
dil¢ich technik tak, aby meél ziskany pfistup vysokou senzitivitu, byl jednoduse
opakovatelny, a navic cenoveé pfijatelny. Jedna se o:

a) Multiplexni PCR (mPCR) amplifikaci vSech teoreticky moznych exon-exonovych
spojeni vSech transkriptd poZadovaného genu (model BRCA1) na darovni
komplementarni DNA (cDNA) syntetizované z mRNA pomoci nahodnych
hexanukleotidd.

b) Ekvimolarni smiseni mPCR produktd a velikostni selekce (obohaceni) oblasti
s kratkymi amplikony naseho zajmu.
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c) Sekvenovani na zakladé NGS metod s hlubokym pokrytim pro rychlou analyzu
vzniklych amplikond, které vykazuje vysokou citlivost a relativné snadnou pfipravu
vzorkd. Analyza sekvenacnich dat pomoci mapovani ziskanych amplikond na
uméle vytvofeny referenéni soubor obsahujici vSechny mozné kombinace
sestfihovych variant spole¢né s variantami dosud identifikovanymi.

d) Zhodnoceni miry exprese vybranych sestfihovych variant zachovavajicich &teci
ramec, u kterych predpokladdme vznik proteinového produktu, pomoci kvantitativni
PCR v realném case s vyuZitim primeru, které specificky nasedaji do unikatnich
exon-exonovych spojeni.

Do projektu bylo zafazeno celkem 130 Zen operovanych pro karcinom prsu na
Gynekologicko-porodnické klinice 1. LF UK a VFN a 86 Zen bez nadoru operovanych na
Klinice plastické chirurgie 1. LF UK a FNB. Od vSech G&astnic byla ziskana relevantni
data z osobni a rodinné anamnézy. Tkanové vzorky byly odebirany béhem operaci
karcinomu prsu nebo béhem profylaktickych mastektomii provedenych na
asymptomatickych nosi¢kach s mutaci BRCAL. Kontrolni tkanove vzorky byly odebrany
béhem kosmetickych operaci. Pokud to bylo mozné, byly vzorky odebirany z obou prsnich
tkani. Od kazdé Zeny byla ziskana periferni nesrazliva krev. Ze vSech vzorku byla
izolovana celkova RNA a z ni syntetizovana komplementarni DNA za vyuZiti nahodnych
hexanukleotidu, ktera byla dale vySetfovana pfislusnymi metodami.

Vysledky
Identifikace alternativnich sest  fihovych variant BRCAL v biologickych vzorcich

Cilem prvni ¢asti prace bylo zavedeni robustniho systému pro rychlou a citlivou analyzu
alternativnich sestfihovych variant jakéhokoliv genu, na modelu BRCA1, za pomoci
multiplexni PCR, obohaceni vzork( o kratké amplikony s unikatnimi exon-exonovymi
spojenimi, pfipravy sekvenacnich knihoven ze selektovanych vzorkd, NGS s vysokym
pokrytim a biostatistické analyzy sekvenac¢nich dat.

Mapovani veskerych sekvenacnich dat s naslednou kontrolou vysledkd odhalila
pfitomnost 94 rdznych alternativnich sestfihovych variant BRCAL1 napfi¢ vSemi
vySetfovanymi vzorky.

NejCastéji zastoupenou sestfihovou udalosti byl vypadek nékolika exonu v fadé
(mCA — multikazetova delece), ktery byl samostatné identifikovan v 32 pfipadech a v 12
pripadech sou€asné s deleci zpisobenou volnym sestfihovym mistem.

DalSim ¢astym pfipadem alternativniho sestfihu byl vypadek jednoho exonu (CA —
kazetova delece) nebo zahrnuti alternativniho exonu &i vnitini ¢asti intronu do transkriptu
(CVY — kazetova inzerce). Tyto varianty byly detekovany v 16 (CA) a 11 (C V) pfipadech
osamocené, v jednom pfipadé byla nalezena kombinace inzerce a delece a v dalSich 4
pfipadech byly nalezeny jednotlivé inzerce nebo delece v kombinaci s volnym sestfihovym
mistem.

Samostatné vyuziti volnych sestfihovych mist bylo identifikovano ve 12 pfipadech
a na zavér byly nalezeny tfi pfipady intronizace vnitini ¢asti exonu 11 a jeden pfipad
kombinace multikazetové delece s kazetovou inzerci.
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spektrum exprimovanych ASV nachazelo v mamarni tkani (72). Leukocyty periferni krve
exprimovaly 67 riznych variant a pfilehla tukova tkan 54. Ve vSech vySetfovanych cDNA
syntetizovanych z lidského genetického materialu bylo pfitomno 29 variant, které jsou
oznaceny jako ubikvitni / predominantni. V testovanych bunécnych liniich bylo nalezeno
76 ASV, z nichz 11 bylo pro dané linie unikatni.

Nalezené kvalitativni a kvantitativni rozdily mezi zdravymi kontrolami, pacienty s
karcinomem prsu a nosi¢i mutace BRCAL byly na urovni semikvantitativniho porovnani
mapovanych vysledkt malé.

Proteinovy produkt BRCA1l muUZe potencionalné vznikat pouze z 25
identifikovanych variant, které zachovavaji Cteci ramec (,in-frame*). Jedenéct z téchto
variant bylo oznaCeno jako predominantni, tedy vyskytujici se napfi¢ vySetfovanymi
soubory. Z téchto jedenacti variant je devét popsano v predchozi literature (A5; 8p;
A9 10; A11; 11q; 13p; V13A; V13A,14p; 14p) a dvé varianty byly identifikovany nové
(6q; 10a). Dalsi 4 ,in-frame” varianty (A3_5; A9 _11; A14 15 a 23a) byly detekovany ve
vétsiné vySetfovanych vzorka.

Zbylych 10 variant (A5_9; 5q9,A6; A8_16; 11A3240; A14 17;A17_19; A17_20; A18;
A20; A21-22) vykazovalo na zékladé identifikace variant pomoci NGS spiSe slabSi miru
exprese.

Pouzity metodicky pfistup v identifikaci ASV ndm umoznuje pfimo kvantifikovat
vétSinu variant liSicich se na zakladé volnych sestfihovych mist bez dalSi nutnosti
kvantifikace pomoci RT-gPCR. Mapovaci algoritmus ¢teni obsahujici klasické sestfihové
misto a ¢teni obsahuijici volné sestfihové misto ve vétsiné pfipadd namapoval na jednu
sestfihovou udalost. Pro kvantitativni posouzeni bylo v prohlize¢i mapovanych ¢teni
potfeba odeclist pomér zastoupenych frakci. V pfipadech ¢teni mapovanych na jednu
sestfihovou udalost byl rozdil v délkach jednotlivych amplikonl (s a bez vyuZiti volného
sestfihového mista) minimalni, a proto preferenéni mira amplifikace kratSich amplikon(
zanedbatelna. Ze vSech nalezenych SDS a SAS variant (Splice donor site / Splice
acceptor site) bylo pfimo kvantifikovano 22 pfipadu s volnym sestfihovym mistem.

Varianty 1Aq; 8p; 10a; 13p; 14p a 1Aq,A2; byly detekovany ve vétSiné vzorki
lidskych tkani s €etnosti > 5 %. Varianty 2p; 6q; 23a; A13,14p a ¥ 13A,14p se vyskytovaly
napri¢ vzorky v mife nizSi. Kombinované varianty 1Aq,A2_3; 1Aq,A2_5; 1Aq,A2_5,6p;
1Aq,A2_7,8p; 1AqQ,A2_7; 1Aq,A2_10; 1Aq,A2_17; 1Aq,A2_19; A5 6,7p; A5 _7,8p;
A1l 12,13p byly detekovany pouze v nékterych pfipadech.

Kvantifikace vybranych ASV v biologickych vzorcich pomoci RT-gPCR

Po analyze hrubych RT-qPCR dat od 596 lidskych vzorku, které proSly UspésSnou
syntézou cDNA bylo z diivodu nizkého Cp referenénich oblasti mMRNA BRCAL (Cp > 25)
vyfazeno 19 % naméfenych singletd vzorka (ti. 269 z celkovych 1408 singletl).
Vyhodnocena byla finalni data od 115-145 Zen (v zavislosti na vySetfované tkani).

Pfed samotnymi analyzami naméfenych dat byla posouzena pfesnost prace a
reprodukovatelnosti vysledku celkového experimentu. Nezavisle naméfena hruba data ve
formé Cp referencnich gend byla otestovana ve vybéru 50 nejkvalitnéjSich vzorku ze
souboru (RIN > 8; vstup do syntézy cDNA = 800 ng). Experiment prokazal nesignifikantni
rozptyly hodnot Cp jednotlivych referenénich gend v jednotlivych tkanich (Kruskal-
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WallisGiv test pro porovnani vice vybérd, p = 0,545). Maximalni odchylka od pramérné
hodnoty u UBC byla 5 %. U GAPDH a ATP5B pak 3 %.

Z pohledu absolutni kvantifikace nejlépe korelovaly exprese GAPDH, které jsou ve
vySetfovanych tkanich srovnatelné se ziskanymi daty Illumina bodyMap2. Miry expresi
UBC a ATP5B se s porovnavanymi daty liSily, obzvlasté v leukocytech periferni krve.
Vzhledem k rozséhlosti naSeho souboru (pfes 100 osob vs. 1 osoba v pfipadé Illlumina
bodyMap?2) a konzistence nami naméfenych hrubych hodnot Cp jsme Zadny RG z dalSich
analyz nevyradili.

Celkova exprese BRCA1 ve vySetfovanych tkanich

Celkova mira exprese vSech transkriptt BRCA1 byla méfena pomoci dvou amplikon(
lokalizovanych v rlznych d&éastech referenéniho transkriptu. Prvnim byl amplikon
zasahuijici do pfechodu exonu 23 a 24, ktery byl vybran z davodu absence sestfihovych
variant postihujicich tyto exony ve vySetfovanych lidskych tkanich. Druhy amplikon byl
lokalizovan do exonu 7, ktery zohledriuje variantu BRCAL IRIS (Ci pfipadné jinou variantu
s ukoncenou transkripci za exonem 7). Zaroven nebyla identifikovana Zadna vyznamna
sestfihova varianta postradajici exon 7 (v souctu bylo identifikovano pouze 1643 c&teni
riznych minoritnich sestfihovych udélosti postradajici exon 7).

Oba referencni amplikony reprezentujici celkovou expresi BRCAL1 vykazuji v
porovnani se vSemi referenénimi geny velmi nizkou (100x az 1000x niZ5i) miru exprese
napri¢ vsemi vySetfovanymi vzorky.

Z vysledk vyplyva vyssi relativni exprese e7 proti exonu 23/24 prokazuje
pfitomnost jedné &i vice variant, které postradaji exony 23 a 24 (napf. zminéna BRCAL1
IRIS, ¢i dalSi). Zaroven je patrna rGzna tkarfové specificka mira exprese e7, ktera
naznacuje kvantitativné odlisné sloZzeni ASV BRCA1 v leukocytech oproti vySetfovanym
solidnim tkanim. Z tohoto davodu byla exprese jednotlivych ASV BRCA1 (v€etné BRCA1
IRIS) porovnavana proti expresi BRCA1 e7.

Relativni exprese ASV BRCA1

Z celkovych 94 identifikovanych variant pomoci NGS bylo pfimo kvantifikovano 22 variant
z mapovanych dat. U zbyvajicich 72 variant nebyla pfesné kvantifikovana mira jejich
exprese, protoze nebylo mozné reflektovat a zpétné spocitat rozdilnou efektivitu
jednotlivych mPCR reakci &i ztratu razné dlouhych produktt mPCR v promyvacich
krocich. Kvantifikace vSech 72 variant pomoci pfesné RT-gPCR metody byla
kvuli omezenému biologickému materidlu nemoZzna, a proto byly pro dalSi analyzu
vybrany pouze varianty predominantni, zachovavajici Cteci ramec — potencionélné
vedouci ke vzniku proteinového produktu (A3; A5; A9 10 s navazujici kratkou i dlouhou
formou exonu 11; 11q; A11; ¥13A). Do souboru byly dale pfidany ,in-frame* varianty,
které byly detekovany alespor v 6 z 9 lidskych tkani ve stabilni mife (A3_5 a A9 11) a
popsana varianta BRCA1l IRIS. Po provedeni RT-gPCR s primery navrzenymi do
unikatnich exon-exonovych pfechodld na tomto souboru mohla byt dale statisticky
vyhodnocena relativni exprese vétSiny variant. Varianty A3 5 a All nebylo mozné
hodnotit z divodu hrubych hodnot Cp za detekénim limitem metody (Cp > 33) u vétSiny
vzorka, i pfes preamplifikaci cDNA, stejné jako varianty A3 a A9 11, které se exprimuji ve
vSech tkanich ve velmi malé mife (Cp = 31-33) a u kterych je patrné, Ze jejich exprese
narazi na detekéni limit metody. Hodnoty relativni exprese vySetfovanych variant ve
vySetfovanych tkanich jsou shrnuty v Tab. 1.
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Tabulka 1: Relativni mira exprese vySet Ffovanych variant BRCAL. Exprese jednotlivych
variant je vyjadrena v % celkové exprese BRCAL (e7). SD = smérodatna odchylka; SEM =
stfedni chyba praméru. Pro statistické porovnani tkanovych skupin byl pouZit
neparametricky Mann-Whitney test. P hodnoty jsou oznaceny: ¢ervené p > 0,0085 a zelené
p < 0,0081. Hodnota p < 0,0085 byla pouzita u divodu eliminace chyby typu 1. Pozn.: tyto
vysledky nezohlednuji miru exprese celkové BRCAL, kterd je v jednotlivych tkanich odlisna.

Nazev A5 ?19_10; flgq—lo; 11q v13A |IRIS
Exprese 1,13% [3,96% |1,22% |11,17% |6,70% |14,62%
(LS”"OCVW SD 044% [1,97% |055% |[3.24% |3,14% [12,01%
SEM 0,04% |0,18% |0,05% |0,29% |[0,28% |[1,09%
Exprese 1,12% [10,21% |3,27% |12,95% |4,14% |7,16%
SD 049% |3,67% |1,16% |2,93% [2,12% |2,75%
Mama (M) | SEM 0,03% |0,26% |0,08% |021% [0,15% |0,20%
Pomér M vs. L 0,996 |2,575 |2677 |1160 |0617 |0490
P 05125 |0 0 0,0000 |0,0000 |0
Exprese 1,10% [911% [3,21% |13,91% |6,44% |6,24%
SD 1,07% [3,37% [1,33% |3,19% [3,32% |[2,11%
SEM 0,08% |0,25% |0,10% |0,24% |0,25% |0,16%
(TT“)kOVé & pomar T vs. L 0,976 2297 [2,631 |1,245 0,960 |0,427
P 0,0009 |0 0 0,0000 |0,1870 |0
Pomér T vs. M 0980 |0,892 |0983 |1,074 |1555 0,872
P 0,008 |0,0000 |0,2330 |0,0285 [0,0000 |[0,0001

Souhrnna mira exprese vySetfovanych variant z celkové BRCA1 (e7) dosahuje
39,7 % v leukocytech; 37,9 % v prsni tkani a 37,3 % v tukové tkani. Ve vySetfovanych
tkanich je souhrnna exprese téchto ASV srovnatelnd, avSak mira exprese jednotlivych
ASV je tkanové specificka.

Exprese jednotlivych variant v leukocytech periferni krve vétSinou individualné
nekoreluje (statisticky signifikantné) s expresi pfisluSnych variant v mamarni a pfilehlé
tukové tkani. Vyjimkou je korelace exprese varianty A9_10 s dlouhou formou exonu 11 ve
vSech tkanich a varianty A5 v leukocytech a mamarni tkani (tato varianta nicméné
vykazuje velmi nizkou relativni expresi). Korela¢ni faktory jsou vSak v téchto pfipadech
nizke (< 0,5).

Naopak exprese jednotlivych variant v mamarni tkani statisticky signifikantné
koreluje s expresi stejnych variant ve tkani tukové s vyjimkou malo exprimované varianty
A5 a zéroven jsou ve vétsiné pfipadu korelacni faktory > 0,5.
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Z vysledk popisovanych v predchozi kapitole je patrny velky rozptyl exprese
nékterych variant (A9-10, 11q, Y13 a IRIS), ktery mlZe byt zplsoben odliSnou mirou
exprese téchto variant v zavislosti na vySetfované podskupiné. Proto bylo provedeno
porovnani expresi zvlast u souboru zdravych kontrol (76 zen) a pacientek s karcinomem
prsu (123 Zen; Tab. 2).

Varianty s vypadkem exonu 9 a 10 v leukocytech periferni krve jsou jediné varianty,
u kterych se signifikantné liSi mira jejich exprese o vice nez 20 %. Primérny vék
vySetfovanych skupin je vSak odlisny (zdravé Zeny — 41,1 let; pacientky s karcinomem
prsu — 58,7 let). Z davodu vylouceni faktoru rozdilného pridmérného véku byl vék
individualné korelovan na expresi souhrnné varianty A9 10 u kazdé Zeny z obou soubort
a vysledky linearni regrese prokézaly statisticky nesignifikantni korelaci exprese ASV
A9 10 u skupiny zdravych kontroly (y = 0,0573 - 0,0001 * x; r = -0,0918; r2 = 0,0084; p =
0,5535) i u skupiny pacient s karcinomem prsu (y = 0,0444 + 0,0002 * x; r = 0,1953; r2
=0,0381; p =0,1611).

Exprese variant s vypadkem exont A9 10 je v leukocytech periferni krve
signifikantné vyssSi v souboru pacientek s karcinomem prsu o necelych 30 % a zaroven
neni zavisla na véku vysetfovanych zen

Lateralné specifickd exprese jednotlivych variant

Od asymptomatickych pacientek s mutacemi v BRCAL, které podstoupili profylaktické
mastektomie a od zdravych kontrol, které podstoupily kosmetické operace, byl ziskan
material z obou prsnich (40 Zen) a pfilehlych tukovych tkani (43 Zen). Bylo provedeno
porovnani lateralné specifické miry exprese jednotlivych sestfihovych variant v obou
vySetfovanych tkanich i individualné u kazdé Zeny. Statisticka analyza lateralné specifické
exprese ASV BRCA1 v porovnani pravé a levé mamarni a pfilehlé tukové tkané neodhalila
odliSnou expresi, ktera by byla spolehlivé signifikantni. Exprese jednotlivych variant je
obdobna.

Diskuze

S pfichodem a zavedenim sekvenovani nové generace (NGS) se mnohonésobné
zefektivnily moznosti rutinni diagnostiky nukleovych kyselin u vzorkG od pacientu.
V jednom sekvenacnim béhu je dnes mozno sekvenovat celou fadu genu / transkriptd,
exomu / transkriptomu, nebo celych genomu, epigenom( apod., a na zakladé téchto dat
odhalovat fady odchylek napfi¢ vySetfovanou tkani. NGS se déale vyviji a s rostouci
pristrojovou kapacitou imérné roste i mnozstvi identifikovanych odchylek / variant, at' uz
na arovni sekvence DNA/RNA nebo na drovni exprese. Interpretace velkého mnoZstvi
nové nalezenych variant je pfitom ¢asové narocna, a tak se spole¢né s NGS rozviji
biostatistika zpracovani a charakterizace dat, bez které by nebylo mozné nalezené
varianty tfidit a fadit dle daleZitosti a dopadu na organismus. | pfes rostouci databaze
nalezenych variant a veSkeré pokroky v biostatistickych nastrojich (hlavné v predikci
vyznamu variant vyskytujicich se v kodujici ¢asti genomu), je dnes stéle velmi obtizné
spolehlivé charakterizovat vétSinu intronovych variant (nejen) z duavodu vysokeé
heterogenity genomu v téchto oblastech.
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Tabulka 2: Statistické porovnani exprese jednotlivych variant souboru pacientek
s karcinomem prsu proti zdravym kontrolam. Pomér exprese vyjadfuje nasobek exprese
u skupiny pacientek s karcinomem prsu proti zdravym kontrolam. Exprese jednotlivych
variant je vyjadrena v % celkové exprese BRCAL (e7). SD = smérodatna odchylka; SEM =
stfedni chyba priméru. Pro statistické porovnani byl pouzit neparametricky Mann-Whitney
test. Vypocitané P hodnoty jsou oznadeny: ¢ervené p > 0,0073 a zelené p < 0,0073. Hodnota
p < 0,0073 byla pouzita z divodu eliminace chyby typu 1. Pozn.: tyto vysledky nezohlednuji
miru exprese celkové BRCAL, ktera je v jednotlivych tkanich odliSna).

Nazev A5 ?19_10; ?falo; 11q Y13A |IRIS ?ji?ﬂ .
EXpreS 1,07% |3,26% |1,04% |10,45% |6,32% |17,69% |4,31%
Kontroly | gp 0,41% |1,88% |0,64% |3,63% |3,40% |19,46% |2,09%
SeEM |0,07% |0,30% |0,10% |0,58% |0,54% |3,12% |0,33%
Pac. EXpreS 1,12% |4,24% |1,31% |11,59% |6,91% |13,26% |5,55%
skarc. |gp 0,41% |1,67% |0,48% [2,97% |3,09% [526% |1,84%
2 Pret SEM |0,05% |0,19% |0,06% |0,35% |0,36% |0,61% |0,21%
S |Pomérexprese  [1,047 [1,208 1,259 1,109 (1,093 [0,750 1,288
alp 0,6703 |0,0012 |0,0048 |0,1115 |0,2450 |0,7375 |0,0006
EXpreS 1,18% |10,78% |3,25% |13,24% |4,04% |7,50% |14,04%
Kontroly | gp 0,46% [3,27% |1,10% |2,70% |1,96% [2,61% |3,94%
SeEM |0,05% |0,32% |0,11% |0,26% |0,19% |0,26% |0,39%
Pac. EXpres 1,05% |9,18% |3,22% |12,72% |4,44% |6,34% |12,40%
skarc. |gp 0,45% [3,03% |1,11% |2,77% |2,36% |1,86% |3,42%
pret SEM |0,05% |0,34% |0,12% |0,31% |0,27% |0,21% |0,39%
o [Pomérexprese 0893 [0851 |0990 [0,960 [1099 [0846 |0:883
gle 0,0317 |0,0002 |0,8381 |0,1357 |0,4527 |0,0011 |0,0047
EXpres 1,24% [8,99% |3,26% |14,19% |6,42% |6,27% |12,25%
Kontroly | gp 1,39% [3,09% |1,16% [3,23% [3,40% [2,01% |3,77%
SeM |0,14% |0,31% [0,12% |0,32% |0,34% |0,20% |0,38%
Pac. EXpres 0,90% |8,89% |2,87% |13,52% |6,57% |577% |11,76%
skarc. Igp 0,28% |3,52% |0,94% [2,72% |3,10% |1,96% |4,03%
< [P SEM |0,03% |044% [0,12% |0,34% |0,39% |0,24% |0,50%
Lg Pomér exprese 0,725 0,989 0,880 0,953 1,024 0,921 0,960
S|p 0,0579 |0,5021 |0,0619 |0,1661 |0,7250 |0,1600 |0,2031

* Obé varianty s vypadkem exonu 9 a 10 byly sjednoceny a pfidany do analyzy jako spole¢na
varianta, pro odstranéni vlivu dlouhé ¢&i kratké formy exonu 11 a pro potvrzeni signifikance
dil¢ich vysledkad.
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Z téchto davodua byly v predkladané praci vytyCeny cile vytvofit robustni systém
s vysokou senzitivitou a reprodukovatelnosti pro rychlou a komplexni identifikaci vSech
ASV mRNA jakéhokoliv zajmového genu a validovat ho na modelu BRCAL. Na zékladé
takto vzniklého katalogu fyziologicky se vyskytujicich ASV je mozné, po vySetieni
pacientd pomoci RNA-Seq metod, nepfimo odhalovat pfitomnost (nejen) intronovych
mutaci, které vedou ke kvalitativnimu &i kvantitativnimu ovlivnéni genové exprese na
arovni zmény sestfihu pre-mRNA, a tim vyznamné zjednoduSit a zrychlit detekci a
charakterizaci téchto mutaci, anebo pfimo, spolehlivé, identifikovat patogenni ASV, jak
bylo ukazéno v pilotni studii konsorcia ENIGMA (Brand&o et al., 2019).

Predkladana metodika zaloZzend na mPCR amplifikaci kratkych exon-exonovych
spojeni a jejich sekvenovani pomoci NGS vychazi ze zkuSenosti prfedchozi préace.
NavrZzena a zavedena multiplexni PCR, u které jsou cilovym vysledkem unifikované
amplikony o velikosti okolo 80 paru bazi: a) eliminuje preferenéni amplifikaci kratkych ASV
v reakci; b) diky vynechanému primeru v nésledujicim kanonickém exonu eliminuje
amplifikaci exon-exonovych spojeni, kterd se vyskytuji ve wt variantdch tramskriptU
BRCAL; c) vyrazné snizuje naro¢nost na mnozstvi a kvalitu izolované RNA, protoze
pomoci hexanukleotidu se i v pfipadé zlomy poSkozeného mRNA transkriptu syntetizuje
cDNA po celé jeho délce. Finalni sekvenovani mPCR produktd pomoci sekvenovani nove
generace s hlubokym pokrytim (s pfedchozim obohacenim analyzovaného vzorku o
poZadované kratké amplikony pomoci velikostni selekce) zajiStuje vysokou citlivost
metody.

Negativnim aspektem zvolené metodiky je ztrata informace o vzjemné kombinaci
nezavislych sestfihovych udalosti v transkriptu a ztizend komplexni identifikace
intronovych exonizaci do transkriptu. Pomoci navrzené metodiky je relativné snadné
identifikovat kratké inzerce prilehlé k exonim (napf. varianty 1aA: c.-20+1_-20+89ins89;
10a: ¢.594-21 594-1ins21 ¢i 16a: ¢.4986+1_4986+65ins65), nicméné exonizace vnitinich
¢asti intron mohou byt touto metodou problematicky detekovatelné, zvlasté pokud se
bude jednat o exonizace dlouhych Usek DNA.

Funk&nost a vysoka senzitivita navrzené metodiky byla ovéfena na modelu ASV
BRCA1. Ve vySetfovanych tkanich bylo touto metodou identifikovano 94 riznych
alternativnich sestfihovych variant / udalosti mMRNA BRCA1, coZ je doposud nejvice
popsanych variant. Tato prace navic jako prvni hodnoti ASV BRCA1 ve fyziologickych
tkanich vétSich souborl Zen. Souhrnna prace konsorcia ENIGMA z roku 2014, zaloZena
na PCR metodach v kombinaci s relativné citlivou fragmentacni analyzou odhalila ,pouze”
63 ASV BRCAL (Colombo et al., 2014) a to vétSinové na imortalizovanych buné&énych
liniich &i derivatech krevnich bunék.

Ze vSech variant, identifikovanych v této praci, jich dosud nebylo popsano 42,
pricemz pét z nich bylo vyhodnoceno jako predominantni — tfi exonizace vnitini Casti
intrond V¥ 145bp intron 2; ¥97bp intron 8 a ¥129bp intron 21, které zpusobuji posun
¢teciho rdmce a dvé varianty vyuZivajici volna sestfihova mista, které obé ¢teci ramec
zachovavaji: 6g (SDSA — del 9 bp) a 10a (SAS V¥ —inzerce 21 bp). Mira exprese varianty
10a se v porovnani s odvozenou wt variantou, pohybovala ze vSech nové identifikovanych
predominantnich variant nejvyse (3,7 % — 30,5 %). Zvlasté vysoké hodnoty vykazovala v
leukocytech zdravych kontrol (19,5 %) a leukocytech (30,5 %) i prsni tkani (29,2 %)
pacientd s karcinomem prsu. Tato ASV zapficini vlioZeni 7 dodate€nych aminokyselin
mezi exony 9 a 10, a ackoliv v této oblasti neni kdédovana Zzadna znama funkéni doména
proteinu, vysoka exprese této varianty v prsni tkani u pacientek s karcinomem prsu (29,2
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% oproti 6,7 % u zdravych kontrol) je pfekvapiva a €ini z této varianty vhodného kandidata
pro pripadné funkéni analyzy ASV BRCAL.

V praci Colombo et al., 2014, je popsano 11 variant, které nebyly v této préci
zvolenou metodikou detekovany. Jedna se o 4 varianty s ,alternativnim® nekodujicim
exonem 1B, variantu BRCAL IRIS s alternativnim ukon&enim transkriptu, Ctyfi varianty
multikazetové delece A14 18; A14 19; A21 23 a A22_23 a dvé varianty s alternativné
zkracenym exonem 1A v kombinaci s ¢asteCnou deleci exonu 2 (A1Aq_A2p) a deleci
exonu 3 vkombinaci sinzerci alternativniho exonu 4 (A1Aq_3,V¥4). Varianty
s alternativnim exonem 1B a ,specialni” transkript BRCA1 IRIS nebyly na zakladé navrhu
primerd pro mPCR pokryty, a proto nemohly byt detekovany. Existence transkriptu s
exonem 1B, ktery byl sou¢asti sekvence NM_007295 (Orban a Olah, 2003), je pochybna
— tato sekvence byla odstranéna z databazi pro nedostatek dikazu transkripce, z tohoto
davodu nebyla tato varianta zahrnuta do navrhu mPCR primer. O existenci zvlastni
varianty BRCA1 IRIS neni sporu (EIShamy a Livingston 2004), a proto byla rovnou
zahrnuta do navazujicich RT-qPCR analyz. Zbyvajicich 6 nedetekovanych variant se,
vzhledem k vysoké citlivosti metody a detekci fady obdobnych variant, s nejvysSi
pravdépodobnosti ve zkoumanych fyziologickych vzorcich nenachazelo.

OdliSny proteinovy produkt muze potencialné tvofit 11 z 29 identifikovanych,
predominantnich ASV. Pét z téchto variant bylo pfimo kvantifikovano na zakladé NGS
analyz. Varianta 10a, diskutovana vySe a Ctyfi dalSi ASV vznikajici na zakladé posunu
sestfihového mista, vedou k vypadku nékolika AK z transkriptu: 6q (posledni 3 AK
v exonu 6); 8p (prvni AK v e8); 13p (prvni AK v exonu 13) a 14p (prvni AK v exonu 14).
Oblasti variant 6 a 8p nekdduji zadnou znamou funkéni doménu a s nejvyssi
pravdépodobnosti tyto delece nemaji vliv na funkci proteinu BRCAL. Ackoliv varianty 13p
a 14p postihuji oblast domény bohatou na serinové zbytky, ktera hraje vyznamnou ulohu
v signalizaci, konkrétni chybéjici aminokyseliny nejsou lokalizovany v mistech spojenych
s fosforylaci BRCAL (Ouchi et al., 2006). Vzhledem k Cetnostem detekovanych variant,
které se pohybuji mezi 5,4 % az 12,4 % (13p) a 11,1 % az 26,6 % (14p) napfic vSemi
vySetfovanymi lidskymi tkanémi s podobnou mirou exprese u zdravych Zen a pacientek
s karcinomem prsu, nepfedpokladame negativni vliv u téchto variant na funkci BRCAL.
Naopak, v téchto pfipadech se mlZe jednat o evolu¢né konzervovany mechanizmus,
zajistujici tvorbu funkéniho proteinu i pfes mutaci konkrétniho konsenzniho sestfihového
mista.

RT-gPCR analyzami bylo déle kvantifikovano 10 predominantnich variant, i
variant vyskytujici se ve vysoké mife v6 z9 analyzovanych lidskych tkani, kterée
zachovavaiji ¢teci ramec. Z téchto byly na zakladé hrubych Cp dat vyfazeny varianty A3 5
a Al1, jejichz exprese muze byt odhadnuta na < 0,01% exprese celkové BRCAL. Na
zakladé avodnich NGS analyz pfi identifikaci ASV BRCAL v lidskych tkanich vykazovaly
obé varianty do 500 identifikovanych ¢teni (normalizovana ¢teni na celkovy 1 milion &teni).
Dale byly z RT-gPCR analyz vyfazeny varianty A3 a A9_11, které se pohybovaly mezi
0,01 % a 1 % exprese z celkové BRCA1L, z divodu pFekroCeni spolehlivého detekéniho
limitu metody, ktery se pohybuje okolo 1 % exprese celkové BRCA1 (Hojny, 2012).
Varianta A3 vykazovala v ramci prvotni NGS analyzy 2135 aZz 10293 normalizovanych
¢teni a varianta A9_11 pouze mnozstvi v fadu stovek Cteni, pfitom jejich redlna exprese
odvozena z RT-gPCR na celém vySetfovaném souboru je obdobna (avSak s velmi
vysokym rozptylem).

38



BRCAL transkripty A3 a A3 5 postradaji kédujici sekvenci podstatné casti N
koncové RING domény, ktera je podstatnA pro tvorbu E3-ubikvitinlighzového
heterokomplexu s proteinem BARD1, zodpovédného za ko-transport BRCA1 do jadra
(Morris a Solomon, 2004) a varianty A9 11 a A1l pfichazeji kvuli vypadku dlouhého
exonu 11 o vice nez polovinu sekvence referencniho transkriptu, spoleéné s DNA
vazebnou doménou, ktera je v exonu 11 kédovana. Ackoliv nam neni znama prace, ktera
by funkéné charakterizovala proteiny vznikajici z téchto variant, miZzeme se vzhledem
k vyraznému naruSeni struktury kanonického transkriptu domnivat, Ze vznikajici izoformy
mohou vykazovat vyrazné odliSnou, pravdépodobné sniZzenou, funkéni kapacitu
v porovnani s popisovanymi funkcemi wt BRCAL. Na zakladé této domnénky by pak
nebylo pfekvapive, Ze se tyto varianty ve zdravych tkanich vyskytuji ve velmi nizkém
procentu (< 1%).

Zbylé varianty zahrnuté do RT-gPCR analyzy A5; A9 10; A9 10,11q; 11q; V13A
a IRIS vykazovaly relativni expresi vysSi nez 1 % z celkového mnoZstvi BRCA1l
transkriptu a byly pIné zhodnoceny.

Z plné hodnocenych variant byla nejméné exprimovana ASV A5, kter4 postrada
podstatnou c&ast kodujici sekvence RING domény. Vazebna RING doména s E3
ubikvitinylani aktivitou zajiStuje vazbu dilezitého vazebného partnera BRCA1 — proteinu
BARD1, ktery je zdsadni pro enzymatickou aktivitu komplexu, a zarover pro lokalizaci
proteinu BRCA1 do jadra (vazba s BARD1 umocruje lokalizaci a kryje jaderné exportni
signdly BRCA1; Rodriguez a Henderson, 2000; Fabbro et al., 2002). Vzhledem
k pfedpokladanému funkénimu omezeni vzniklé izoformy je tedy prekvapive, Ze mira
exprese této varianty odpovida 1,10 % — 1,13 % celkové exprese BRCAL ve vSech
vySetfovanych tkanich a neliSi se signifikantné u souboru zdravych Zen a Zen
s karcinomem prsu (NGS analyza této varianty identifikovala 4013 az 13043
normalizovanych &teni). Relativni exprese transkriptu BRCA1 A5 je uniformni a nizka
napri¢ vsemi vySetfovanymi tkAnémi i skupinami, vykazuje velmi maly rozptyl naméfenych
hodnot a potencionalné vznikajici proteinovy produkt s nejvyssi pravdépodobnosti neplni
funkci wt formy BRCA1L, protoZze nemulze byt lokalizovan do jadra. Z téchto duvodu
bychom se mohli domnivat, Zze varianta A5 miZe byt vedlejSim produktem sestfihu
BRCA1 na zakladé urcitého, opakujiciho se, vzorce sestfihového aparatu, ktery vyplyva
z jeho znacgné robustnosti. Se svou mirou exprese 1 % z celkové BRCAL pravdépodobné
nema vliv na vyslednou funkci BRCA1 sloZenou ze vSech identifikovanych transkriptu, €i
pIni jinou, dosud neobjasnénou funkci v organismu.

Dalsi variantou je znama BRCA1 11q (nékdy také oznacovana jako BRCA1la),
ktera vyuZziva alternativni sestfihové misto vzdalené 3309 bp od 3’ konce exonu 11.
BRCAL 11q byla jednou z prvnich identifikovanych ASV BRCA1 (Lu et al., 1996), protoze
se vyskytuje v relativné vysokém mnoZstvi a zkraceny transkript o vice nez polovinu se
pii amplifikaci od 5’ do 3’ UTR obvykle Iépe amplifikuje z dGvodu nizSich naroku na kvalitu
izolované RNA (Hojny, 2012). Ac¢koliv je v postradané sekvenci exonu 11 lokalizovana
DNA vazebna doména, oba jaderné lokalizacni signaly a Cast domény bohaté na
serinové, je tato varianta napfi¢ vySetfovanymi tkanémi exprimovana ve vysoké mifre
11,17 % (leukocyty), 12,95 % (mamaéarni tkan) a 13,91 % (tukova tkan) z celkové BRCAL.
Relativni mira exprese neni signifikantné odliSna u skupiny zdravych Zen a skupiny Zen
s karcinomem prsu. NGS analyza prekvapivé identifikovala vyrazné rozdilné mnozstvi
¢teni mezi 823 a 7879 napfi€ vySetfovanymi tkanémi. Funkci transkripéni varianty BRCA1
11q, respektive vysledného proteinu, se zabyvala fada studii, pfevazné z laboratofe V.N.
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Rao, které souhrnné naznacuji mirné odliSné funkce této sestfihové varianty od wt
proteinu BRCA1. Wang a kolektiv (1997) naznacuji odliSnou lokalizace 11q v cytoplazmé
spojenou s vazbou E2F cyklind a CDKs, kterd by mohla zplsobovat dulezitou inhibici
bunécného cyklu a tim zabrarovat rozvoji tumorogeneze. Prace Chaie a kolektivu (1999
a 2001) popisuji schopnost pfimé vazby variant s exonem 119 k proteinim p53 a Elk-1 a
diky tomu schopnost inhibice ristu bunécnych linii odvozenych z bunék karcinomu prsu.
Nasledujici prace (Maniccia et al., 2009) dokumentuje mitochondrialni lokalizaci variant
s exonem 11q a dalSi antiproliferativni U¢inky na bunééné linie karcinomu prsu. Série
dalSich praci popisuji odliShou vazebnou kapacitu BRCA1l 11g k E2 konjugaénimu
enzymu Ubc9, ktera miaze mit dopad na aktivitu estrogenniho receptoru alfa (Xu et al.,
2009), regulaci rstu bunéénych linii karcinomu ovaria (Qin et al, 2012; Xu et al., 2016) a
lokalizaci Calveolinu 1 (Xu et al., 2014).

VétSina praci, zminénych v pfedchozim odstavci, zaroven zkouma se stejnymi
nebo velmi podobnymi vysledky i ,odvozenou“ variantu A9 _10,11q, ktera navic postrada
exony 9 a 10 a ktera je v literatufe Casto oznaCovana jako BRCA1b (Lu et al., 1996). Tato
sestfihova varianta se vyskytuje v mamarni a pfilehlé tukové tkani v signifikantné vyssim
poméru celkové exprese BRCA1 neZli v leukocytech periferni krve (3,27 % a 3,21 % vs
1,22 %; p = 0). Na rozdil od mamarni a pfilehlé tukové tkané vykazuje tato varianta
v leukocytech periferni krve vysSi expresi u pacientd s karcinomem prsu oproti zdravym
Zenam o0 25,9 % (s hraniéni signifikanci p = 0,048). NGS analyza pro tuto konkrétni
variantu neni k dispozici, odrazi pouze souhrnnou variantu A9 _10.

ASV A9 10 s dlouhou formou exonu 11 se ve vySetfovanych tkanich exprimuje ve
vysSi mife nez ,pfibuznd* A9 10,11qg, nicméné opakuje podobny vzorec tkarnove
specifické exprese (mamarni tkan 10,21 %; pfilehla tukova tkan 9,11 % a leukocyty 3,96
%; p = 0 v obou pfipadech). Navic tato varianta vykazuje u leukocytl periferni krve vySsi
relativni miru exprese o 29,8 % u pacientek s karcinomem prsu oproti zdravym kontrolam
(p < 0,0073), zatimco v mamarni tkani je exprese u pacientek s karcinomem prsu 0 14,9%
nizsi, nez u zdravych kontrol (p < 0,001). Tyto vysledky potvrzuje i statistické porovnani
souhrnu obou variant s vypadkem exonu 9 a 10 (pacientky maji v leukocytech periferni
krve vysSi expresi této varianty o 28,8 % nez kontroly; p < 0,0073; a v prsni tkani o 11,7
% niz8i; p < 0,0073). NGS analyza pro souhrnné varianty A9 10 vykazovala opét
vyznamny rozptyl 562 az 5109 normalizovanych &teni v zavislosti na vySetfované tkani.

Nejcastéji detekovanou a popsanou exonizaci intronoveé oblasti je varianta s inzerci
popisovaného alternativniho exonu V¥ 13A (Fortin et al., 2005). Tato ,in-frame" varianta
vykazovala vyznamné odliSnou miru exprese v prsni tkani (4,14 % z celkové BRCA1l
oproti 6,7 % v leukocytech a 6,44 % v tukové tkani; p = 0) a relativni exprese se neliSila u
pacientek s karcinomem prsu oproti zdravym kontroldm. NGS analyza identifikovala 703
az 7267 normalizovanych ¢teni napfi¢ vySetfovanymi tkanémi. Vysledkem inzerce 66 bazi
dlouhého alternativniho exonu 13 do transkriptu je pfidani 22 AK do stfedu oblasti bohaté
na serinové zbytky, ktera na zékladé fosforylaci od signélnich kindz pravdépodobné
moduluje vazebnou kapacitu BRCT domén. Vliv takovéto inzerce na funkénost proteinu
BRCAL je nejasny, funkéni analyza proteinu této ASV by mohla objasnit vliv na funkci wt
BRCAL1.

Vzhledem k diskutované literature a na zakladé relativné vysoké miry
fyziologického vyskytu sestfihovych variant s kratkou formou exonu 11, s vypadky exonu
9 a 10 ¢&i se zahrnutym alternativnim exonem 13, se nedomnivame, Ze by izoformy vznika-
jici z téchto variant mély vyznamné negativni vliv na funkci BRCAL jako nadorového su-
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presoru. Kromé vysoce konzervovanych C a N koncovych domén nema BRCAL ve vnitini
¢asti proteinu vyznamné usporadanou oblast. Vnitfni ¢ast BRCA1 pravdépodobné slouzi
hlavné jako spojnik koncovych domén, jak je tomu u celé fady proteinli zapojenych
v signalizacnich procesech. Z tohoto pohledu by se dalo uvazovat jen o velmi malo
omezené funkénosti izoforem, vznikajicich ze zmifiovanych variant, protoze vSechny tyto
izoformy konzervované RING, SCD a obé BRCT domény zachovavaiji. Struktura proteina
vznikajicich z téchto variant se liSi ve stfedni ¢asti délkou primarniho fetézce, a vzhledem
k tomu, Ze dosud neni znama 3D struktura stfedni ¢asti BRCA1, se neda vliv vypadku i
inzerci jmenovanych ASV detailnéji posoudit.

Dulezity vyznam variant 11g a A9_10 se pravdépodobné projevuje aZz v pripadé
vyskytu ,stop” ¢i ,frameshift* mutaci lokalizovanych v Gsecich exonl 9, 10 a dlouhé 11,
které sestfihovy aparat s vyuZzitim alternativniho sestfihu, eliminuje. Seo a kolektiv (2018)
prokazali ve dvou pfipadech rodin, nesoucich mutace vedouci k pfedéasnému STOP
kodonu v dlouhé ¢éasti exonu 11, zvySeny vyskyt varianty 11q (spole¢né se sniZenim
exprese Ci nepfitomnosti transkriptu o plné délce obsahujici termina¢ni kodon,
pravdépodobné na zakladé mechanizmu nonsense-mediated decay), ktera byla do urcité
miry schopna nahradit funkci wt BRCAL, resp. vyrazné omezit negativni efekt
nepritomnosti BRCA. Tento mechanizmus se pravdépodobné muize uplatnit i v pfipadé
variant s trunka¢nimi mutacemi v exonech 9 a 10.

Posledni kvantifikovanou variantou je neobvykla varianta BRCAL1 IRIS, ktera na
konec svého transkriptu inkorporuje pfilehlou ¢ast intronu 11 s vlastnim poly-A signalem,
coz vede k ,pfedCasnému” ukonceni translace. Kvantifikace této varianty prokazala
vyrazné zvySenou relativni miru exprese v leukocytech (14,62 %) oproti mamarni (7,16
%, p = 0) a pfilehlé tukoveé tkani (6,24 %; p = 0). Dale byla prokazana signifikantné nizsi
mira exprese této varianty u pacientek s karcinomem prsu oproti zdravym kontrolam o
15,4 % (p < 0,0073). BRCAL IRIS byla popséana v roce 2004 (EIShamy a Livingston 2004),
a od této doby je v laboratofi autorl intenzivné zkoumana. Autofi v fadé svych praci
postupné prokazuji pravdépodobné protumorogenni vlastnosti této varianty v pfipadé jeji
overexprese, ktera byla pozorovana u karcinomu prsu a plic a také u akutni myeloidni
leukémie. BRCAL IRIS ma schopnost vazby na chromatin a ovlivnéni transkripce fady
genu. V pfipadé vstépeni pacientskych nadorovych bunék s overexprimovanou IRIS do
mySich modell je pozorovana schopnost metastazovani téchto bunék na zakladé
ovlivnéni exprese na urovni transkripce (inhibice PTEN vedouci k aktivaci HIF1a; Li et al.,
2017). Urc€eni fyziologické miry exprese této ASV je tedy dulezitym predpokladem pro
spravné posouzeni overexprese, coz by mohl byt jeden z marker( urcitych typU
nadorovych onemocnéni.

Vysledky kvantifikaci provedenych v této préaci potvrdily obecné nizkou expresi
BRCAL. Ackoliv experiment nebyl navrzen pro absolutni kvantifikaci celkové BRCA
MRNA, z porovnani s referenénimi geny GAPDH, UBC a ATP5B vyplyva 100x az 1000x
nizsi exprese BRCAL, coz vzhledem k tumor-supresivni Uloze proteinového produktu
neni, v pripadé zdravych tkani dospélych jedincu prekvapivé, a je ve shodé s RNA-seq
daty databdze GTEXx (https://www.gtexportal.org).

Z porovnani vysledk relativnich expresi oblasti zastupujicich veSkerou BRCAL (v
exonu 7 a v oblasti exonu 23-24) s referencnimi geny, vyplyva vysSi relativni exprese
amplikonu lokalizovaném v e7. Tato zvySena exprese naznacuje pritomnost transkriptd,
postradajicich exony 23 a 24, tedy pravdépodobné transkriptu s alternativné ukonéenou
translaci, jako je napfiklad BRCAL IRIS. Samotna exprese ASV IRIS tyto znacné rozdily,
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zvlasté v leukocytech periferni krve (az dvojnasobné), nevysvétluje, protoze je
v leukocytech exprimovana jen o cca 7—-8 % vice v porovnani s ostatnimi tkanémi. Tento
vysledek naznacuje pfitomnost dalSi varianty ¢i variant postradajicich 3’ koncovou ¢ast
transkriptu. Tyto hypotetické varianty jsme nebyli schopni zvolenym NGS pfistupem,
zameéfenym na analyzu exon-exonovych spojeni, detekovat.

NGS pristup identifikace ASV variant umoZznil omezenym zpasobem kvantifikovat
nalezené ASV varianty na zakladé mnoZstvi identifikovanych &teni normalizovanych na
celkovy pocet Cteni ve vzorku. Pfi srovnani NGS ,kvantifikace” s pfesnou RT-gPCR
metodou vySla najevo néktera omezeni NGS ,kvantifikace". Napf. u ASV A3 a A5, s mirou
exprese okolo 0,1 % a 1,1 % celkové BRCAL, bylo NGS pfistupem identifikovano ve
zdravych tkanich leukocytd 3120, v prsni tkani 4141 a v tukové tkani 2135 &teni (A3),
resp. 8016, 5524, 4778 (A5). Pficemz u relativné hodné exprimovanych variant A9 10 a
11q s expresi az 10 a vice % celkové BRCA1, bylo identifikovano v leukocytech 562, v
prsni tkani 998 a v tukové tkani 940 &teni (A9_10), resp. 823, 2971 a 1048 ¢teni u 11q.

Na druhou stranu ostatni varianty, které byly z kvantifikace vyfazeny na zakladé
Cp hodnot za spolehlivym detekénim limitem gPCR metody (A3_5, A11, A9 11) spravné
vykazovaly mnohem nizsi hodnoty mnozstvi ¢teni identifikovanych NGS (> 500 d&teni).
Omezena kvantifikace ASV se da na zakladé NGS analyz provést, ale pro presné
vysledky musi byt pouZzity metody kvantitativhi PCR &i ddPCR.

| pfes zmifiované nedostatky v kvantifikaci byla navrzena metodika identifikace
ASV genu naseho zajmu v naSich laboratorfich jiz nékolikrat Uspésné vyuZzita a prabézna,
¢i pre-finalni, data téchto experimentl vykazuji vyborné vysledky.

Zaver

Alternativni sestfih a varianty vznikajici na jeho zakladé jsou vice nez 30 let intenzivné
zkoumany. Béhem této doby byla objasnéna fada mechanizm, které alternativni sestfih
zplUsobuji nebo jinak ovliviuji. SouCasné byla na fadé konkrétnich pripadl
demonstrovana dllezita a nezastupitelnd role ASV v organizmu. Nemalo ASV bylo
popsano v prubéhu vyzkumu gent predisponujicich ke karcinomu prsu, zvlasté u BRCAL,
ktery byl v souvislosti s timto onemocnénim identifikovan a intenzivné zkouman jako
prvni. Prvni ASV BRCAL byly popsany uz v roce 1996 a od té doby jich byly identifikovany
desitky. Nedlouho po objeveni ASV se zacaly objevovat prace zkoumajici funkci
identifikovanych ASV BRCAL, pficemZ byl prokazan nesporny patogenni efekt nékolika
z nich. Pfesto nebyla otazka sloZeni a mnozstvi jednotlivych variant v lidskych tkanich
dosud uspokojivé zodpovézena. Z duvodu nedostatec¢nych znalosti o principu fungovani
regulacnich mist alternativniho sestfihu také nebylo dlouhou dobu zcela zfejmé, jaké
varianty se vyskytuji pfirozené a jaké se vyskytuji na zakladé mutaci, postihujicich tato
mista. TaktéZ neexistoval levny, jednoduchy a rychly pfistup k analyze a identifikaci ASV,
ktery by mél dostateCnou citlivost. Proto se pfedkladana prace pokusila tyto problémy
vyresit.

Vramci feSeni této prace byl navrzen pfistup, ktery umoZzZfuje s vyuZitim
sekvenovani nové generace identifikovat na arovni mRNA pfitomné sestfihové varianty
libovolného genu naSeho zajmu. Zavedena metodika byla validovdna na modelovém
genu BRCA1, pravdépodobné jediného takto komplexniho genu, u kterého existuje
katalog ASV z roku 2014. Porovnani s timto katalogem prokazalo, Ze v praci predkladany
NGS pfistup identifikace je citlivéjsi, dle pouZité metodiky jednoznacné rychlejSi a
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bezesporu levngjSi. V navaznosti na tato zjisténi je aktualné pouzivan s vybornymi
pribéZznymi vysledky pro analyzu dalSich ASV jinych gent (dosud nepublikovano).

Na zakladé NGS identifikace ASV BRCAL bylo pfesnou RT-gPCR kvantifikovano
nékolik nejCastéji se vyskytujicich ,in-frame* variant, poprvé na vétSim souboru zdravych
tkani leukocytl periferni krve, prsni a pfilehlé tukové tkani u zdravych Zen a Zen, u kterych
se v prubéhu Zivota vyvinul karcinom prsu. Vysledky prokazaly, Ze: a) exprese BRCA1 ve
zdravych tkanich je velmi nizka; b) z celkem deseti vySetfovanych sestfihovych variant
nepostihujici ¢teci rdmec, které byly detailngji kvantifikovany metodou RT-gPCR, jich Sest
bylo exprimovano ve > 1% celkové BRCAL; c) jejich relativni exprese se pohybovala
kumulativné mezi 35 — 40 % vSech transkriptt BRCAL, bez ohledu na vySetfovany typ
tkané; d) vSech Sest variant bylo pfitomno ve vSech tfech vySetfovanych tkanich, ale mira
exprese nékterych z nich se liSila (u leukocytl periferni krve vykazuje A9 10 vice nez 2x
nizsi a IRIS naopak 2x vysSi v porovnani s ostatnimi tkAnémi); e) exprese variant v prsni
a prilehlé tukové tkani spolu obvykle pozitivng, statisticky signifikantné koreluji, zatimco
v porovnani s leukocyty ne; f) rozdily v expresi vySetfovanych ASV u souboru zdravych
Zen a pacientek s karcinomem prsu jsou v relevantni prsni tkani malé, statisticky
signifikantné je o 15,4 % sniZena exprese varianty IRIS, kterd ma pravdépodobné
odliSnou funkci nez wt BRCAL1 &i ma funkci regulacni, 0 11,7 % je snizena exprese A9 10,
kterd ma pravdépodobné velmi podobnou funkci jako wt BRCAL; g) exprese variant spolu
lateralné pozitivné koreluje.

Vysledky predkladanych experimentd objashuji, vzhledem Kk citlivosti pouzitych
metod, sloZzeni a mnoZstvi alternativnich sestfihovych variant BRCA1 v relevantnich
tkanich lidského téla — leukocytl periferni krve (ze kterych je material pro genetické
vySetfeni nejCastéji extrahovan) a mamarni (pfilehlé tukové) tkang, ktera je obvykle
postizena pfipadnym karcinomem (nebo vySetfovana na aktuélni somaticky status
BRCA1). Na zakladé kvalitativnich i kvantitativnych vysledkd této prace, v porovnani
s budoucimi vysledky napf. rutinnich RNA-Seq analyz nadorové prsni tkané, bude ihned
mozné identifikovat sestfihovou variantu vzniklou na zakladé aberantniho sestfihu, tzn.
nepfimo odhalit mutace vedouci k aberantnimu sestfihu, anebo, na zékladé kvantitativni
dysbalance fyziologicky se vyskytujicich variant, identifikovat mutaci v regulaénim
sestfihovém misté.
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DNA je tvofena chromozomy.

*k%

Geneticky kod je degradovany.

*k%k

Analogy bazi mohou vystrnadit baze z jejich mista v genetické informaci.

*k%k

Cytogeneticka analyza se pouziva hlavné u organisma, které maji hodné potomku (u
Clovéka je témér k nicemu).

*k%k

Princip PCR: pomoci polymerazi (pravopis zachovan) se rozpusti latky, jejichz pfebytek
nebo nedostatek zpusobi reakci dalSiho polymeru.

*k%

PFi genetické chorobé se v rodiné dédi diagnostika i pfed otéhotnénim.
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