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Mendel Forum 2013

navazuje na Odpoledne s DNA k 60. vyroci objevu
struktury DNA

Odpoledne s DNA

étvrtek 25. dubna 2013

MENDELu, budova A
Zemédéelska 1, Brno

15 - 16:15 h
Genomika a moderni Slechténi
(prof. A. Knoll, doc. T. Urban)

16:15-16:30 h: diskusni prestdvka

16:30-17:30 h
Sekvenovani DNA v praxi
(doc. T. Urban)
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Organizace akci Odpoledne s DNA:
prof. RNDr. Eva Matalova, Ph.D.
Program a zajisténi Odpoledne s DNA 2013:
doc. Ing. Tomas Urban, Ph.D.
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Mendel Forum 2013

patek 26. dubna 2013

DOPOLEDNI SEKCE
9:30 h: zahdjeni

9:45 - 10:30 h
Aktudlni vzdélavaci projekty
(prof. J. Doubek)

10:30-10:45 h: diskusni prestdvka

10:45-11:45 h
Indukované pluripotentni bunky
-nadéje pro regenerativni medicinu?
(dr. T. Barta)

11:45-12 diskuse
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EVROPSKY FOND PRO REGIONALNI ROZVO)S OP Vyzkum a v§voj
INVESTICE DO VASI BUDOUCNOSTI pro Inovace

Mendel Forum 2013

patek 26. dubna 2013

ODPOLEDNI SEKCE

MENDELIANUM - ATRAKTIVNI SVET
GENETIKY

14-16 h
Round table discussion

- uzavrrené jedndni ¢lend odborného tymu
podilejicich se na pripravé navétévnického centra
Mendelianum-atraktivni svét genetiky (projekt
VaVpI- €Z.1.05/3.2.00/09.0180)
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Program a organizace Mendel Forum:
Prof. RNDr. Eva Matalova, Ph.D.
Odborny garant: PhDr. Anna Matalova




ODPOLEDNE S DNA

Tomds Urban

V leto$nim roce uplyne 60 let od objevu struktury DNA. Za tento
vyznamny objev, ktery nastartoval éru molekularni biologie, byla
udélena Nobelova cena v roce 1962. Stézejni prace D. J. Watsona a
F. H. C. Cricka vysla v ¢asopise Nature 25. dubna 1953. Tento den je
proto mezinarodné pfipominan jako Den DNA.
Mendelova univerzita ve spolupraci s Mendelianem MZM Brno
pfipravila na 25. duben 2013 dalsi ro¢nik vzdélavaciho cyklu pro
vetejnost Odpoledne s DNA. Tyto akce jsou tradi¢né zaméteny
pfedevsim na pfimé praktické zkuSenosti s védou a vyzkumem
formou hands-on experience. Mendelova univerzita v letosnim roce
nabizi sezndmeni s metodami sekvenovani DNA piimo ve svych
molekularnich laboratotich. Odpoledne bude zahajeno piednaskou T.
Urbana a A. Knolla na téma genomika pro moderni Slechténi, na
kterou navaze praktickd ¢innost ucastnikd v laboratofi.




Genomika skotu a prasat - aplikace ve Slechténi
Tomds Urban, Ales Knoll, Zuzana Vykoukalova
Ustav morfologie, fyziologie a genetiky zvifat, AF MENDELU

V poslednich padesati letech doslo k vyraznému zvyseni uzitkovosti
v chovu hospodarskych zvirat. Toto zvySeni bylo podminéno
systematickym $lechténim zalozenym na umélé selekci a hybridizaci.
Selekce vychazela z pozorovanych fenotypovych hodnot, které
representuji celkovy efekt slozeny z vlivu gent a prostfedi, a na
znalosti populacnich genetickych parametrii, jako jsou genetické
variance, heritabilita a korelace. Pro mnoho druht, plemen atp. byly
vytvofeny a implementovany procesy testovani a selekce s cilem
zvyseni genetického zalozeni fenotypu u jednotlivych druhii, plemen
a linii. Toto zlepSeni je uskute¢novano predev§im pomoci opakované
selekce a introgrese, ktera ovliviiuje ptredevSim aditivni slozku
genetické variance.

V soucasné dobé je nejrozsifenéj$i selekce na zakladé plemenné
hodnoty (breeding value). Plemenna hodnota mize byt odhadovana
pomoci mnoha metod. V soucasné dob¢ je nejvyuzivangjsi metoda
BLUP-AM. Tato metoda se snazi o co nejpfesnéjSi odhad
genetického zaloZeni jedince. Pro odhad plemenné hodnoty je nutna
znalost genetickych parametrli (genetické variance, heritabilita a
korelace) které jsou odhadnutelné pomoci statistické analyzy
fenotypovych informaci jedinct a jejich ptibuzenskych vztahi.
Fenotyp (uzitkové vlastnosti) vSak nemize byt vzdy zaznamenatelny
z duvodu fyziologickych (napt. byci neprodukuji mléko, kanci
nemaji selata, kravy rodi telata az po dvou letech Zivota), nékteré
vlastnosti nelze zjistit u zivych zvitat (napf. ukazatele jate¢ného téla,
kvalita masa), nebo zaznamenavani fenotypu je chybné nebo
nepiesné (snadnost porodu). V poslednich desetiletich doslo k
hlubS§imu poznani struktury genomu a plisobeni urcitych genli u
jednotlivych druhii hospodaiskych zvifat. Tyto vyzkumy umoziuji
zkoumat, zda variabilita v  DNA (polymorfizmus v lokusech
kvantitativnich vlastnosti, QTL, identifikovatelné pomoci markert)
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uritych zvifat mize byt vazana k rozdilim v produkcnich nebo
jinych ekonomickych vlastnostech. Je zde vsak nékolik zasadnich
problému vlastni celému genomu. Musi se urCit funkcéni struktura
chromatinu a pak nalézt v této struktufe funkéni oblasti (geny,
regulacni oblasti) a nefunk¢ni oblasti. Téchto molekularnich
markert, které byly studovany ve vztahu k masné uzitkovosti u skotu
¢i prasat, bylo popsano jiz mnoho (nékolik set QTL). V MAS
(Marker Assisted Selection - selekci s pifispénim markerti) se jich
vSak pfimo a univerzalné vyuziva podstatné méng¢.

Problémem pii vyuziti jednotlivych markert je to, ze vysledny
fenotyp kvantitativnich vlastnosti je podminén velkym mnozstvim
genl (polygenni dédi¢nost), z nichZ nékteré maji vétsi efekt na
pfislusny znak nez jiné a jejichz efekty pfi tomto stanoveni
jednotlivych markeri nepodchytime. Kromé toho vétSina markerii
patii mezi tzv. nepiimé markery (vazané), které jsou ve vazbové
nerovnovaze (dédi se spolu) s neznamym piicinnym genem. V kazdé
populaci musi byt pted selekci nejprve zjisténa vazbova nerovnovaha
mezi markerem a znakem. U jednotlivych zvitat mohou byt marker
a pri¢inna mutace v rizné vazbové fazi. V dasledku toho je urcita
alela asociovana u jednoho souboru zvifat s vys$i hodnotou
ptislusného znaku, u jiné naopak s nizsi, nebo nemusime zjistit
prikaznou asociaci viibec. Proto vétSina markerti neni pouZitelna
plosné. ReSeni tohoto problému nabizi az identifikace piiginné
mutace, ktera je metodicky velmi naro¢na. Dana asociace a tim i
vyuziti markeru muze fungovat u urcitého konkrétniho Ssouboru
zvifat. Rada $lechtitelskych firem tak jiz fadu let vyuziva nékteré z
tzv. nukleotida pro kvantitativni znaky QTL, které ma otestovany na
svych plemennych zvifatech. Rada markerd je také soudésti
komer¢nich testi cilenych na urcité znaky (lgenity aj.), firma Pfizer
nabizi inovovany kit 0 55 markerech pfedevsim na konverzi krmiva,
marbling a kiehkost masa u skotu.

V mapovani genomu se nejvétsi pozornost soustfed’uje na ty QTL,
které by mohly byt vyuzity pii Slechténi, vedouci ke zlepSeni
ekonomiky produkce. Tato QTL se nazyvaji lokusy ekonomicky
vyznamnych znakt a oznacuji se ETL. QTL maji vesmés polygenni
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charakter s bezpo¢tem kombinaci alel a berou se jako celek a o
jejich slozeni se prakticky nic nevi. Proto se jejich vztah k
uzitkovosti vyjadfuje nepfimo prostiednictvim genetickych markert
- polymorfnich usekii DNA s rozli¢nou funkcei ¢i bez funkce, ale se
znamou identifikovatelnou pozici. Geneticky marker je vlastné
mutace v genomu, ktera je identifikovatelnd néjakou metodou
molekularni genetiky (PCR-RFLP, sekvenovani, DNA chipy).
V pripad¢, ze je polymorfni lokus asociovan s uzitkovou vlastnosti,
jedna se pravdépodobné 0 dusledek vazby s QTL. Proto mapovani
QTL vyzaduje populaci zvitat, ve které je geneticka proménlivost ve
zkoumanych vlastnostech a genotypovani téchto populaci pro panel
polymorfnich genetickych markeri pokryvajicich genom v urcité
hustoté.

Hlavni vyhody QTL/ETL ve §lechtitelskych programech jsou

e zvySeni pfesnosti v selekci pomoci doplikovych informaci
piimo vztazenych ke genotypu jedince,

e moznost snizit generacni interval pfidanim nového selekéniho
obdobi v zivoté zvifete - nejranéj$i veék, protoze QTL/ETL
dovoluji ziskat informace nezavislé na pohlavi a véku.

Detekce QTL/ETL

Tento krok tvofi studium potencialni vazby mezi polymorfizmy
DNA a fenotypovymi vlastnostmi. Hlavni ideou je, Ze specificky gen
nazyvany QTL/ETL je zodpovédny za cast variability dan¢ho
fenotypu kvantitativni vlastnosti. K detekci QTL/ETL se pouZivaji
dva ptistupy. Ptistup kandidatnich genil vyuziva znalost jiz zndmych
genl, nazyvanych jako kandidatni pro QTL/ETL. Je-li znam jen
polymorfizmus DNA, pak se pfedpoklada, Ze tento marker pro danou
oblast DNA se nachazi blizko QTL/ETL genetickych markert.



marker

marker = kandidaini gen = QTG

Metoda kandidatnich gent zavisi na ptedpokladu, Ze zname ptisobeni
kandidatniho genu na genetické a fyziologické Urovni. Musi byt
znamy geny a jejich sekvence DNA. Vybér spravného genu by mél
byt provadén na zakladé dobré znalosti jeho pozice v metabolickych
drahach. Aditivni efekty pro rizné alely téchto kandidatnich gent se
pak porovnavaji navzajem, aby se prokazaly substitu¢ni efekty alely.
Pouzivaji se rozdilné techniky na urovni populaci nebo rodin.
Genetické markery jsou také zalozeny na zndmém polymorfizmu
DNA, které jsou vSak vétSinou v nefunkc¢nich oblastech (tedy v
oblastech, které ptimo nekodduji proteiny ¢i RNA) nebo nejsou
funk¢ni jako kandidatni geny. Nejvice jsou vyuzivany mikrosatelity,
markery s vysokym polymorfizmem. V sou€asné dobé se zacinaji
masivné¢ prosazovat jednonukleotidové polymorfizmy (SNP).

U hospodaiskych zvifat je situace komplikovana tim, ze vétSinou
(krom¢& dribeze) nejsou k dispozici inbredni linie. Populace jsou
outbredni a 1isi se jen frekvencemi alel v markeru a QTL a vazbova
faze v jednotlivych rodinach neni zndma. Alely markeru a QTL
nejsou fixovany, tzn., Ze jina alela markeru je vadzéna s rliznymi
alelami QTL. Proto se pouzivda kiizeni mezi outbrednimi
divergentnimi  liniemi, které maji  rozdilné  fenotypové
charakteristiky.



Vyuziti QTL/ETL ve Slechténi

Dalsim problémem po detekci QTL/ETL je jejich integrace do
soucasnych Slechtitelskych programu, s ¢imz jsou svazané razné
technické problémy. Detekce se provadi na rodinach nebo
subpopulacich, takze jejich Siroké uplatnéni v populacich musi byt
zptesnovano nebo se omezi jen na rodiny, kde je jejich segregace
znama.

Detekce se provadi pro jednu vlastnost nebo jen ziidka pro skupinu
vlastnosti. Nemohou byt vylouceny pleiotropni efekty na jiné
vlastnosti a studium tedy musi byt 0 to peclivéjsi. Napf. gen
svalové hypertrofie nezptisobuje jen dvojité osvaleni zvifete, ale ma
pleiotropni efekt na mnohé malformace. Studuji se hlavné aditivni
QTL/ETL efekty, ale je potteba vysvétlit i zbyvajici polymorfizmus
na QTL/ETL — dominantni efekty, které udrzuji v populacich rtizné
alely navzdory silné selekce (Muir, 2003).

Vyuzit znalosti o genotypech QTL/ETL lze riznymi zpusoby.
Metody se mohou lisit podle toho, zda se pouzije nebo ne apriorni
uroven QTL/ETL efektl, nebo se spoleéné¢ odhadnou polygenni a
QTL/ETL efekty. Druhy zptsob se zda byt vyhodnéjsi a vice se
prosazuje (viz genomicka selekce).

Selekce s podporou markera (Marker assisted selection, MAS) je
moderni metoda S$lechténi, ktera vyuziva asociované genetické
markery s variabilitou fenotypu a to zejména u vlastnosti S nizkou
hodnotou heritability (Lande a Thompson, 1990). Markery musi byt
pouzivany pro svou ekonomickou hodnotu poté, co byly
zafixované po nekolika generacich selekce. Vyvijeji se rizné
metody a strategie pro co nejefektivnéjs$i vyuzivani informace o
markerech. Posledni variantou MAS je genomicka selekce, ktera
pouziva informace o desitkach az stovkach tisic markerd SNP,
stanovené metodou DNA chipt (microarray), a nasledného vypoctu
odhadu genomické plemenné hodnoty. Genomicka selekce se jiz
vyuziva U dojeného skotu ve svété a Ceska republika na tuto
metodu Slechténi bude co nejdiive také piechazet. Co se tyce situace
ve slechténi prasat, tak se genomicka selekce jesté neuplatiuje, i
kdyz DNA chipy jiz jsou k dispozici: napf. Illumina Porcine
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SNP60 BeadChip (vice nez 60 tis. vysoce informativnich SNP, kde
vzdalenost mezi markery je cca 40kb napti¢ celym genomem
prasete). Aplikovana metoda genomické selekce se urcité se nevyhne
ani témto druhtim hospodaiskych zvifat.

Genetické markery asociované s produkci a kvalitou masa u
skotu

U skotu mezi nejvyznamnéjsi markery masné uzitkovosti patii gen
myostatinu (MSTN nebo GDFB - ristovy diferencia¢ni faktor 9).
Tento gen podminuje bézné osvaleni. Blokuje funkci myogeninu a
zamezuje tim nadmémé  tvorbé svalovych  myofibril v
embryonalnim stadiu. Nejvyraznéjsi efekt recesivni mutace v
myostatinu zpusobujici ztratu jeho funkce je znam u plemene
belgické modrobilé, kde vznika tzv. dvoji osvaleni (Grobet et al.,
1998). Kromé¢ vyssi produkce (0 20-30% u homozygott) zde dochazi
I k zvyseni kvality masa, které je libovéjsi a kieh¢i. Nartust svalové
hmoty v souvislosti s riznymi mutacemi v genu pro myostatin byl
zjistén 1 u jinych plemen skotu, jako charolais, piemontese,
asturiana, maine- anjou a limousin. Efekty jsou u rtiznych plemen
zpusobeny ruznymi mutacemi, které je mozno detekovat DNA
testy.

Kalpastatin ~ (CAST) je  soucasti  kalcium-dependentniho
proteinazového systému (kalpain/kalpastatin systému), ktery hraje
dilezitou roli béhem fyziologickych zmén ve struktuie svald
post mortem. Kalpain je odpovédny za rozklad klicovych
myofibrilarnich proteint, které ovliviiuji kichkost masa. Kalpastatin
inhibuje funkci kalpainu. U skotu byly nalezeny mutace v tomto
genu asociované¢ se zvySenou kichkosti masa (Schenkel et
al.,2006). Gen je soucasti fady komer¢nich testti ¢asto dohromady s
dal$im vyznamnym genem a to genem pro kalpain (CAPN) (Page et
al., 2002).

Leptin je hormon regulujici energetickou homeostazi. Koncentrace
leptinu v krvi predikuje slozeni jatecného téla u vykrmovaného
skotu a odpovida rustu svalovych vlaken. Uvniti genu pro leptin
(LEP) u skotu bylo nalezeno velké mnozstvi polymorfizmd,
piedev§im SNP, z nichZz nékteré jsou asociovany S piijmem a
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konverzi krmiva, ristem a kvalitou masa, pfedevSim ovliviiuje
ukladani intramuskuldamiho tuku a mramorovani masa. Vysledky
vSak bohuzel nejsou tplné konzistentni U v§ech zkoumanych Soubort
a populaci zvirat.

Gen H-FABP (protein vazajici mastné kyseliny, srde¢ni typ) je
oznaCovan jako gen intramuskularniho tuku, ktery je dulezitym
ukazatelem kvality masa. Produkt genu se podili na transportu
mastnych kyselin ve sméru od plazmatické membrany na misto jejich
vyuziti ve svalovych bunkach (Gerbens et al., 1999).

Genetické markery asociované s produkci a kvalitou masa prasat
Prasata byla vyslechténa pro lidskou kulinafskou spotiebu ¢erstvého
masa a procesné upravenych masnych produktl. Zvysené zastoupeni
libového masa a poméru libového masa a tuku v jate¢ném téle prasat
bylo hlavnim cilem S$lechtiteld po mnoho desetileti, a cilem
Slechtitelskych a riznych hybridiza¢nich programti v mnoha zemich.
Je samoziejmé, Ze fesit tyto Ukoly bez zajisténi reprodukce, tj. dobré
plodnosti prasnic a kancd, by bylo nesmysIné, nebot’ bez selat
vhodnych pro vykrm by nebyla moznd produkce masa. Toto Usili
Slechtitell pokracuje az do soucasnosti, ale mimo zastoupeni
libového masa je v posledni dob& vénovdna mimotadnd pozornost
kvalité masa.

Na zacatku Sedesatych let minulého stoleti byl u nékterych plemen
prasat, Slechténych na vysokou produkci, zjistén znacny vyskyt
snizeni kvality masa PSE (bled¢, m&kké a vodnaté) a nachylnost na
stres. Prestoze vnimavost prasat na stresové podnéty je podminéna
polygeny, bylo postupné zjisténo, ze vyznamnou ¢ast variability je
ovlivnéna variabilitou v genu oznacovany postupné jako HAL, RYR1
a CRC. Mutace cytosinu za tymin v 1843. nukleotidu v sekvenci
genu ma za nasledek nahradu aminokyseliny arginin za cystein v
transmembranovém proteinu sarkoplazmatického retukula (Fuji et
al., 1991). Zaména se ukazala byt pficinou citlivosti ke stresu a
vyvoje PSE. Toto zjisténi umoznilo piimou detekci mutace na
zakladé DNA testu (PCR- RFLP). PSE je kvantitativni vlastnosti a ta
je determinovana polygeny, a na jeji expresi maji vliv vnitini a vné&jsi
faktory prostifedi.
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Podil prostiedi je zpusoben vlivem vyzivy (past pied porazkou),
transportu zvirat, zvlasté teploty a smési socialnich skupin, a také
délkou transportu a poc¢tem zvifat ve skupinach. Organizace prace
na jatkach, velikost ohrady, typ nahonu, sprchovani zvifat, zptusob
porazky, postup pii porazce a délka trvani porazky a pateni
jate¢ného téla do znacné miry ovliviuji vyslednou kvalitu masa.
Velky vyznam ma cely chladici fetézec, tj. vyska teploty a
proménlivost teploty pii skladovani.

Genotypy CRC genu jsou také v asociaci s vyznamnymi znhaky
produkce masa, proto je tento gen mozno oznacit za gen
ekonomického znaku u prasete. Jedna se o jediny marker, ktery
byl prakticky piimo vyuzit v selekci prasat (MAS).

Dalsi genetické markery asociované S produkci a kvalitou
vepfového masa jsou napi. gen RN (gen kyselého masa)
(Lundstriim et al., 1996), geny rodiny Myod (tato rodina se u
prasat sklada z genu MYF4 determinujiciho myogenin, genu
MYODI (MYF3) pro determinaci proteinu myoblasti, gent MYF5 a
MYF6 (nazvaného také jako herkulin), které jsou vyznamné pro
vyvin myoblasti.) (Verner et al., 2007). Geny IGF1 a IGF2 jsou v
asociaci s ukazateli jatecného téla (obsahu libového masa) a s
konverzi krmiva. Pro vybér nejvhodnéjsich kanct a prasnic k
produkci jateénych prasat je dulezité zohlednit epigeneticky jev,
ktery se tyka genu IGF2 - paternalni imprinting (Nezer et al.,
2003). Leptin je produktem genu LEP v tukové tkani. Reguluje
piijem krmiva a vydaje energie. Z toho davodu je velmi
zajimavym kandidatnim genem produkce masa (Jiang a Gibson,
1999).

Nové mozZnosti vyuZivani genetickych markeri ve Slechténi zvirat
Pii vyhledavani genu, které by mohly slouzit jako markery pro
selekci, se v soucasnosti ve velkych svétovych vyzkumnych
stiediscich vyuziva relativné novy pfistup — celogenomova SNP
asociace GWAS (Genome Wide Association Study). Je to obdoba
klasickych asocia¢nich studii, kde sledujeme vztah jednoho, nebo
maximalné¢ nékolika malo polymorfnich markeri s vybranymi
parametry uzitkovosti, ale s tim rozdilem, ze do analyzy a vypocta se
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nyni zahrnuji fddové desetitisice polymorfizmi. Timto modernim
ptistupem se napiiklad podafilo nalézt jasnou asociaci genu
calpastatin (CAST) s kichkosti vepiového masa (Lidholm-Perry et
al., 2009), nicméné pfi¢inny polymorfizmus zatim zndm neni a
predpoklada se, ze to bude néjaké SNP ovliviiujici expresi genu.
Praktickym vyuzitim GWAS je genomicka selekce na zakladé co
nejkomplexnéjsi informace o genomu soucasné, tzv. velkoformatové
molekularné genetické metody umoziluji testovat fadové tisice az
desetitisice molekularné-genetickych markerG u stovek az tisict
zvitat. U skotu jsou naptiklad aktuadlné k dispozici SNP cCipy (tzv.
SNP microarray) dvou vyrobcii umoznujici testovat 50 tis. SNP a
posledni generace Cipu zahrnujici 777 tis. SNP (Hayes et al., 2009).
Ke zjisténi dalSich efektivnéjsich markerit mohou pomoci piistupy
funkéni genomiky, ktera se zabyva studiem funkce gent jedince.
Vyznamné je piedev§im studium regulace stupné vyjadieni gend
(tzv. exprese), tzn., jak velké mnozstvi produktu bude vznikat.
Pomoci metod funk¢éni genomiky je snaha detekovat tzv. eQTN
(expresni nukleotidy pro kvantitativni znaky), tj. polymorfizmy,
které expresi geni ovliviiuji. Bernard et al. (2007) naptiklad pti
srovnani expresi mnoha genii u dvou rozdilnych skupin zvitat
plemene charolais detekoval kandidatni gen pro kiehkost masa
DNAJAL, jehozZ exprese byla s timto znakem negativné korelovéna.
Exprese tohoto genu je zodpovédnd za 63 % fenotypové variance
tohoto znaku.

Soucasny pocet SNP, které jsme schopni testovat (napf. u skotu 54
tis.), vSak neni zfejmé& zcela dostatetny pro jasnou identifikaci
pti¢inného polymorfizmu. Idedlnim stavem by byla schopnost
otestovat prakticky vsechny polymorfizmy, které se v populacich
vyskytuji, cehoz vSak nelze stoprocentné dosahnout. Nekteré
polymorfni varianty (alely) se vyskytuji ve velmi nizké frekvenci (a
uniknou zatazeni do ¢ipu) a navic diky pfirozenym mutacim (které
mohou mit i relativné velké efekty - vétsinou vSak bohuzel negativni)
neustdle vznikaji dalsi varianty gent. Proto dalsi metodou, kterd se
nabizi, je tzv. celogenomové sekvenovani, oznaCované téz jako
sekvenovani posledni generace (Next Generation Sequencing, NGS),
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umoziujici ziskat sekvenci téméf celého genomu konkrétniho
zvitete. Zatim se vSak metoda v této oblasti nevyuziva vzhledem ke
své vysoké cené, piedpoklada se ale, Ze se bude postupné sniZovat.
Meuwissen a Goddard (2010) uvadgji, ze s vyuzitim NGS je mozno
zvysit presnost odhadu genetické hodnoty az 0 40 % ve srovnani S
vyuzitim 30 tis Cipu. Problémem ale i nadale zistane, jak danou
genetickou informaci interpretovat, a to nejen vzhledem k funkénim
interakcim téchto genetickych variant mezi sebou v genomu,
epigenetickym mechanizmiim, ale pfedevS§im ve vztahu Kk
proménlivym efektlim prostiedi.

Kromé vyzkumu dnes jiz klasickymi metodami strukturni genomiky
(napt. srovnavacim sekvenovanim DNA) se uplatiuji dal§i nové
piistupy, jako napf. studium micro RNA, které se vyraznym
zpusobem podileji na regulaci genové exprese. Pro detekci

v I4

kandidatnich resp. pfi¢innych gent se bude stale vice vyuzivat i
proteomiky (tj. komplexniho studia proteina v organizmu) (Picard et
al., 2010).
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Protokoly pro praktickou ¢ast Odpoledne s DNA

Zuzana Vykoukalova
UMFGZ AF MENDELU

1. IZOLACE GENOMQVE DNA Z RpZNYCH
BIOLOGICKYCH VZORKU

Prvnim krokem pfi piipravé vzorku na sekvenovani je ziskani vychoziho
materialu — genomové DNA. Genomovou DNA lze ziskat z riznych typid
biologickych vzorkti — z krve, mléka, slin, spermatu, chlupt, z riiznych
tkani (maso, jatra, tuk, chrupavka), potravinovych vyrobku, apod. K izolaci
DNA byla vyvinuta fada metodik vriznych modifikacich, napf.
proteindzova metoda, fenol-chloroformové extrakce, nebo metoda zalozena
na adsorbci DNA na silikat (kolonkovd metoda). V tomto protokolu je
uvedena moderni, jednoduchd a vnasi laboratofi nejcastéji pouzivana
metoda izolace DNA z krve kolonkovou metodou (protokol ¢. 1a). Kvalitu
izolované DNA ovéfujeme pomoci gelové agardzové elektroforézy
(protokol €. 1b) a zjistujeme také jeji koncentraci pomoci spektrofotometru
NanoDrop 2000 (protokol ¢. 1¢). Kvalitné izolovana DNA pak mize byt
pouzita pro dalsi krok piipravy vzorku na sekvenovani — pro PCR reakci
(bod 2).

Protokol €. 1a - Izolace genomové DNA z krve pomoci
QlAamp DNA Blood Mini Kitu

Potiebné vybaveni a reagencie:
- QlAamp DNA Blood Mini Kit - kolonka + 1 x 2 ml zkumavka
(soucast kitu)
- pufry — AL, AW1, AW2, AE

- QIAGEN proteaza
- 96 - 100% ethanol
- stojan na 1,5 ml zkumavky
- 1x1,5ml zkumavka / 1 vzorek
- sada pipet + $picky
- vortex
16



centrifuga
termalni blok pfedehtaty na 56°C

Pred zaéatkem

nahftat termalni blok na 56°C
do stojanku nachystat kolonku vlozenou do centrifuga¢ni zkumavky a 1
¢istou 1,5 ml zkumavku s ustfizenym vickem (vicko uschovat!)

Postup

1. Do ptipravené 1,5 ml zkumavky s 200 pl krve pridejte nejprve 25 pl
QIAGEN proteazy a pak 200 ul pufru AL, vortexujte 15 s.

2. Nechte inkubovat v termalnim bloku 10 min. p¥i 56°C.

3. Ke vzorku ptidejte 200 pl ethanolu, vortexujte 15 s.

4. Smeés ziskanou v kroku 3 prepipetujte do kolony a centrifugujte 1
min/8 000 rpm.

5. Vyjméte kolonku, odpad z centrifugacni zkumavky vylijte, vratte
kolonu a napipetujte do ni 500 pl pufru AW1, centrifugujte
1 min/8 000 rpm.

6. Vyjméte kolonku, odpad ze zkumavky wvylijte, vratte kolonu a
napipetujte do ni 500 pl pufru AW?2 a centrifugujte
3 min/13 000 rpm.

7. Vyjméte kolonku, odpad ze zkumavky vylijte, vratte kolonu a poté
dodate¢né 1 min/13 000 rpm.

8. Zkumavku s odpadem vyhod'te, kolonku umistéte do ¢isté 1,5 ml
zkumavky, pfidejte 100 pl AE pufru. Nechte stat 5 min. pti pokojové
teploté, pak centrifugujte 1 min/8 000 rpm.

9. Kolonku vyhodte a zkumavku s izolatem uchovejte pii -20°C k dal$im

analyzam.

Protokol ¢. 1b — Ovérieni kvality izolované DNA pomoci
gelové agarozové elektroforezy

Potiebné vybaveni a reagencie:

DNA izolovana v pfedchozim cvi¢eni

hmotnostni standard M1kb — 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500,
3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250 bp

agardza

1x TBE pufr
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100 ml erlenka

ethidium bromid, EtBr (0,5 mg/ml)

sada pipet + $pic¢ky

vanicka na gel + hiebinek (nejlépe na 14 jamek)

nanaseci pufr: 40% sacharéza, 0,25% bromfenolova modf
elektroforetickd vana s anodou, katodou a pufrem + externi zdroj
stejnosmeérného napéti

ochranné (latexové) rukavice

Postup

1.

Pripravime 1% agarézovy gel (= 1g agardzy na 100 ml pufru): Do 30
ml elektroforetického pufru pfidame 0,3 g agardzy, promichame a
vatime tak dlouho, aZ se prasek rozpusti a roztok bude homogenni.

2. Nechame gel ochladit na 50-60 °C, pipetou piidame 6 pl EtBr,
zamichame a nalijeme do misky, umistime hiebinek.
V tomto kroku pouzijeme ochranné rukavice!

3. Nechame gel ztuhnout.

4. Ponoifime misku s gelem do elfo vany s pufrem a opatrn¢ vytdhneme
hiebinek. Pufr musi byt tésn¢ nad povrchem gelu.

V tomto kroku opét pouzijeme ochranné rukavice!

5. Do vzniklych jamek postupné naneseme pipetou 5 pl markeru M1kb a
5 ul z kazdého izolatu DNA smichaného s 1 pl nanaseciho pufru.

6. Kelfo vané pfipojime zdroj stejnosmérného napéti tak, aby DNA
putovala k anodé (+ pol). Optimalni velikost napéti je 5V/cm (méfeno
vzdalenosti mezi elektrodami), doba separace podle potieby.

7. Vypneme a odpojime zdroj od elfo vany, v ochrannych rukavicich
vyjmeme gel a umistime na transiluminator (zdroj UV svétla, pozor na
expozici - pouzivat ochranné bryle). Kvalitn¢ izolovana DNA by méla
byt na gelu vidét v podobé ostrého prouzku v horni ¢asti gelu (blizko
k jamkam). Gel vyfotografujeme.

Uchovani DNA

Izolovanou DNA Ize dlouhodobé uchovavat pti —70°C, nejcastéji ve
vodném roztoku nebo v pufru. Casté rozmrazovani izolatu negativné
ovliviiuje kvalitu DNA, proto je vhodné vytvorit alikvotni vzorky (tj.
rozdglit celkové mnozstvi izolatu do vice zkumavek) a z nich pouzivat vzdy
jen jeden, ktery 1ze uchovavat pii —20°C.
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Protokol ¢. 1c — Stanoveni koncentrace izolované DNA
pomoci spektrofotometru NanoDropu

Poti‘ebné vybaveni a reagencie:

- izolovana DNA

- elucni pufr z pouzitého izola¢niho kitu (AE pufr)
- pipeta + Spicky

- tampony bunicité vaty

- pftistroj NanoDrop 2000

Postup

Zapnéte pristroj do elektrické sité a pripojte k pocitaci.
Zapnéte pocitac.

Nechte ptistroj asi 15 min zahiivat.

Kliknéte na plose na ikonu ,,NanoDrop2000°*.

V pravé ¢asti obrazovky kliknéte na ,,Nucleic Acid*.

ok~ whE

ovefovaci proces.

Potvrd’te okno pro ,,Wavelength verification®, ptistroj provede kratky

7. 'V horni listé zvolte ,,File* — , New Workbook* — v nové otevieném

okné zadejte umisténi a ndzev souboru s vasimi vysledky.
8. Proved’te stanoveni nulové hodnoty BLANK:

- napipetujte 2 pl elu¢niho pufru AE na spodni rameno, ptiklopte horni

rameno

- kliknéte na ikonku ,,blank“ v horni li§t¢ vlevo, pfistroj provede

kalibraci
- po skonceni méteni otfete obé ramena kouskem Cisté bunicité vaty
9. Proved’te méteni koncentrace vaseho vzorku DNA:

- Vvpravém hornim rohu napiste do kolonky ,,Sample ID“ nazev

vaseho vzorku

- v dalsi kolonce nastavte ,,DNA — 50,00 pro méfeni koncentrace

dsDNA

- na spodni rameno napipetujte 2 pl DNA, ptiklopte horni rameno,
kliknéte na ikonku ,,Measure®, pockejte, az pristroj provede

meétenti
- zkontrolujte vysledek v pravé horni Casti obrazovky:
10. Ocistéte ob¢ ramena piistroje kouskem cisté bunicité vaty.
11. Proved’te méteni koncentrace dalSiho vzorku.
Vsechny vysledky si l1ze prohlédnout pies ,,Report® v levé ¢asti okna.
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2. POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE
(PCR)

Vzhledem ke své velikosti je celkova izolovana genomova DNA nevhodna
pro klasicky zpisob sekvenovani (tj. Sangerovou metodou), provadény
v nasi laboratoii. Nejprve je tedy nutné ziskat dostatecné mnoZzstvi pouze
kratkého iseku DNA, ktery je nasledné sekvenovan. Jednou z moznych
metod, jak takovy tisek ziskat, je pouzit PCR reakci.

Polymerazova retézova reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR) slouzi
k ziskani miliont identickych kopii vybraného useku genomové DNA
pomoci enzymu DNA polymerazy a cyklického stiidani tii teplotné
odlisnych krokd (denaturace — rozvolnéni jedné molekuly dvoutetézcové
DNA na dv¢ jednofetézcové DNA; annealing — nasednuti dvojice primert,
kratkych jednotfetézcovych molekul DNA vymezujich mnozeny tusek; a
elongace — syntéza novych fetézcti z volnych nukleotidd (ANTP) DNA
polymerazou v tseku vymezeném primery). Mnozeni (amplifikace) probiha
V pfistroji oznacovaném jako termalni cykler za teplotnich podminek
specifickych pro konkrétni amplifikovany usek DNA.

V tomto protokolu je uveden ptiklad amplifikace (protokol ¢. 2a) 379 bp
dlouhého useku DNA praseciho genu MYF6 (myogenni faktor 6), u kterého
je studovan vliv na vyvoj svaloviny. Po uspé$né amplifikaci je vysledek
PCR reakce opét ovéten pomoci geloveé agardzové elektroforézy (protokol
¢. 2b) a v pripadé uspésného namnozeni pozadovaného useku je vysledny
PCR fragment sekvenovan (bod 3).

Protokol €. 2a — Amplifikace ¢asti praseciho genu
MYF6 pomoci PCR reakce

Potiebné vybaveni a reagencie:
- DNA izolovana v predchozim cviceni (denaturovana 7 min. pti 95°C)
- PCR reagencie: H,O
10x LA PCR pufr (kompletni) — obsahuje 2,2 mM Mg**
dNTP mix (10 mM)
roztok primeru MF6 2A (10 pmol/pl)
roztok primeru MF6 2B (10 pmol/ul)
LA DNA polymeraza (5U/pl)
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- 1 x PCR zkumavka (0,2 ml)/1 vzorek
- stojan

- sada pipet + $picky

- led nebo mrazici box

- rukavice

- termalni cykler

Pred zacatkem:

- zapnout cyKler, aby se zahtal

Postup:
1. Do 0,2 ml PCR zkumavky napipetujte v§echny slozky reakéni smési
v nasledujicim poradi a mnoZstvi:

slozka mnoZzstvi konecnd
koncentrace
H,O 37,6 ul -
10x LA PCR pufr 5,0 ul 1x
dNTP mix 1,0l 200 pM
primer MF6 2A 1,0l 0,2 uM
primer MF6 2B 1,0l 0,2 uM
LA polymeraza 0,4 nl 2U
DNA 4,0 pl -
celkové mnozstvi 50,0 ul

2. Reak¢ni smés dobi‘e promichejte a poté zkumavku ihned vloZte na
led.

3. Na cykleru nastavte nasledujici teplotni profil:
95°C/2 min; 30x (95°C/20 s, 64°C/30s, 68°C/50s); 68°C/7 min.; 4°C/w

4. Pockejte, aZz se cykler nahfeje na 95°C, pak vloZte zkumavku
S pripravenou reaké¢ni smési a nechte probéhnout amplifikaci. Trva
ptiblizné 1,5 hodiny.

5. Vysledek reakce ovérte elektroforeticky (viz nasledujici protokol).
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Protokol & 2b — Ovéieni vysledku PCR reakce pomoci
gelové agarozové elektroforézy

Potirebné vybaveni a reagencie:

- hotova PCR reakce

- hmotnostni standard M50 — 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300,
250, 200, 150, 100, 50 bp

- agardza

- Ix TBE pufr

- 100 ml erlenka

- ethidium bromid, EtBr (0,5 mg/ml)

- sada pipet + Spicky

- vanicka na gel + hiebinek (nejlépe na 14 jamek)

- nanasSeci pufr: 40% sachardza, 0,25% bromfenolova modrt

- elektroforeticka vana s anodou, katodou a pufrem + externi zdroj
stejnosmérného napéti

- ochranné (latexové) rukavice

Postup

8. Pfipravime 3% agaroézovy gel (= 3g agarozy na 100 ml pufru): Do 30
ml elektroforetického pufru pfiddme 0,9 g agardzy, promichame a

varime tak dlouho, az se prasek rozpusti a roztok bude homogenni.

9. Nechame gel ochladit na 50-60 °C, pipetou pfidime 6 pl EtBr,

zamichame a nalijeme do misky, umistime hiebinek.
V tomto kroku pouzijeme ochranné rukavice!
10. Nechame gel ztuhnout.

11. Ponotime misku s gelem do elfo vany s pufrem a opatrné vytahneme

hiebinek. Pufr musi byt tésné nad povrchem gelu.
V tomto kroku opét pouzijeme ochranné rukavice!

12. Do vzniklych jamek postupné naneseme pipetou 5 pl markeru M50 a

5 ul z kazdé PCR reakce smichané s 1 pl nanaseciho pufru.

13. Kelfo vané pfipojime zdroj stejnosmérného napéti tak, aby DNA
putovala k anodé (+ pél). Optimalni velikost napéti je 5V/cm (méfeno

vzdalenosti mezi elektrodami), doba separace podle potieby.

14. Vypneme a odpojime zdroj od elfo vany, v ochrannych rukavicich
vyjmeme gel a umistime na transiluminator (zdroj UV svétla, pozor na
expozici - pouzivat ochranné bryle). Kvalitni PCR produkt by mél byt

na gelu vidét jako jediny ostry prouzek.
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3. SEKVENOVANI PCR PRODUKTU

V na$i laboratoii provadime klasické sekvenovani Sangerovou metodou
(znamou také jako terminacni nebo dideoxynukleotidovou). Tato metoda
je zalozena, stejn¢ jako PCR reakce, na syntéze novych fetézcii pomoci
DNA polymerdzy béhem cyklického sttidani tii teplotné odlisnych kroki
(denaturace, annealing a elongace). Na rozdil od PCR reakce ma ale
sekvenacni reakce dvé zakladni odlisnosti:

1. pfi amplifikaci se pouziva pouze jeden primer (vymezujici pocatek
amplifikace), mnozi se tedy pouze jedno ze dvou vlaken templatové DNA
(PCR fragmentu),

2. kromé klasickych nukleotidii (ANTP) se pii syntéze novych fetézcl
pomoci DNA polymerazy pouZzivaji jesté tzv. dideoxynukleotidy, ddNTP
(ddATP, ddCTP, ddGTP a ddTTP), kterym chybi OH skupina na
deoxyribdze, nutna pro navazani dalSiho nukleotidu. Jestlize je tedy pii
syntéze novych fetézci do noveé vznikajicitho fetézce zaclenén DNA
polymerazou dideoxynukleotid, syntéza fetézce konci (proto se
dideoxynukleotidy oznacuji také jako terminatory, ukoncuji proces
syntézy). Zaclenéni dideoxynukleotidu do syntetizovaného fetézce probiha
zcela ndhodné.

Vysledkem amplifikace béhem sekvenacni reakce je pak smés rizné
dlouhych fragmentli zacinajicich vzdy primerem a koncicich pfislusSnym
dideoxynukleotidem (terminatorem). Tyto fragmenty pak analyzujeme
pomoci kapilarni elektroforézy v genetickém analyzatoru (sekvenatoru),
kdy jsou sefazeny podle velikosti (jednotlivé po sobé jdouci fragmenty se
budou vzdy velikostné liSit o jeden nukleotid). Naslednym odectenim
termindtort na koncich fragmentl je pak pomoci pocitace sestavena
sekvence templatové DNA. Pro rozliSeni jednotlivych typd terminator( se
pouzivaji ¢tyti rizné fluorescencni barvy — zelena pro ddATP, modra pro
ddCTP, zlutd pro ddGTP a cervena pro ddTTP, detekované pomoci laseru.

Ptiprava PCR fragmenti pro sekvenovani probiha v nékolika krocich:

- Nejprve je nutné purifikovat vyslednou PCR reakci, tj. ziskat pouze
namnozené¢ PCR fragmenty a zbavit se vSech ostatnich nepotiebnych
slozek hotové PCR reakce (polymeraza, nespotiebované nukleotidy,
primery a soli), které by mohly inhibovat naslednou sekvenacni reakci.
Jednou z moznosti purifikace je napt. pouziti rychlé a jednoduché
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metody purifikace hotové PCR reakce kolonkovou metodou (protokol
¢. 3a).

Pro pfipravu sekvenacni reakce je nutné urcit koncentraci
purifikovanych PCR fragmentl, napf. pomoci spektrofotometru
NanoDrop 2000 (protokol €. 3b).

Nasledné je pfipravena sekvenacni reakce obsahujici vSe potiebné pro
amplifikaci PCR fragmentd — templatovda DNA (purifikovany PCR
fragment o znamé koncentraci), DNA polymerdza, smés dNTP, smés
fluorescencné znacenych  ddNTP a sekvenacni primer. Smés dNTP,
ddNTP a polymerazy je mozné koupit uz hotovou, ve formé rtiznych
komer¢nich, tzv. sekvenacnich kitl, které by mély zaru€ovat optimalni
pomér vsech téchto slozek. K této smési uz pak ptidavdme pouze DNA
a sekvenacni primer. Mnozstvi DNA pouzité do sekvenacni reakce
zavisi na velikosti sekvenovaného PCR fragmentu a je obvykle dano
vyrobcem sekvenacniho kitu. Amplifikace pak probiha v termalnim
cykleru za univerzélnich teplotnich podminek (protokol ¢. 3c).

Po skon¢eni amplifikace je nutné hotovou sekvenatni smés opét
purifikovat, zbavit ji volnych, nespotfebovanych znacenych
termindtorti, které¢ jinak pifi nasledné elektroforetické separaci
fragmentii tvoifi shluky a znehodnocuji vyslednou sekvenci.
K purifikaci je opét mozno pouzit rizné metody (kolonkova metoda,
precipitace ethanolem, atd.), zde je uvedena metoda rychlé a
jednoduché purifikace pomoci komercéniho kitu ur¢eného piimo pro
sekvenacéni kit a sekvenator pouzivany v nasi laboratoii (protokol ¢.
3d).

Purifikovana sekvenacni smes je pak pfipravena pro kapilarni
elektroforézu v sekvenatoru (protokol ¢. 3e).

Protokol €. 3a - Purifikace PCR pomoci MinElute PCR
Purification Kitu (Qiagen)

Potiebné vybaveni a reagencie:

hotova PCR reakce

MinElute PCR Purification Kit:
1 MinElute kolona a 2 ml zkumavka / 1 vzorek
PBI, PE a EB pufr
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1 x 1,5 ml zkumavka/1 vzorek
stojan na 1,5 ml zkumavky
sada pipet + $pic¢ky

centrifuga

Pred zacatkem:

umistit MinElute kolonu do 2 ml zkumavky a spolu s1,5 ml
zkumavkou (s ustfizenym vickem) nachystat do vhodného stojanku

Postup:

1.

K 1 mnozZstvi PCR reakce ptidejte 5 mnozstvi PB pufru, vortexujte.
Napr. 20 11 PCR reakce + 100 u PBI pufru

Naneste smés do MinElute kolony umisténé v 2 ml zkumavce,

centrifugujte 1 min/13000 rpm.

V tomto kroku dojde k navdzdani DNA na membranu kolony.

Vylijte odpad ze zkumavky a vrat'te do ni zpét kolonu.

Pridejte do kolony 750 pl PE pufru a centrifugujte 1 min/13000 rpm.
PE pufr slouzi k promyvani navazané DNA.

Vylijte odpad ze zkumavky, vratte do ni kolonu a dodate¢né

centrifugujte 1 min/13000 rpm.

DULEZITE: Tento krok odstrani posledni zbytky ethanolu.

Zkumavku s odpadem vyhod'te, kolonu umistéte do c¢isté 1,5 ml

zkumavky.

Pridejte 10 ul EB pufru, nechte stat 10 minut a pak centrifugujte 1

min/13000 rpm.

V tomto kroku dojde k uvolnéni ¢isté DNA z membrany kolony.
DULEZITE: Elucni pufi nandsejte doprostied membrany kolony, aby
se kompletné eluovala DNA.

Nedotykejte se Spickou membrany kolony.
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Protokol €. 3b - Méreni koncentrace PCR produktu

pomoci spektrofotometru NanoDrop

Potiebné vybaveni a reagencie:

- purifikovany PCR produkt

- eluéni pufr z pouzitého purifikac¢niho kitu (EB pufr)
- pipeta + Spicky

- tampony bunicité vaty

- pftistroj NanoDrop 2000

Postup

Zapnéte pristroj do elektrické sité a pripojte k pocitaci.
Zapnéte pocitac.

Nechte piistroj asi 15 min zahtivat.

Kliknéte na plose na ikonu ,,NanoDrop2000*.

V pravé ¢asti obrazovky kliknéte na ,,Nucleic Acid*.

S E

ovéfovaci proces.

Potvrd'te okno pro ,,Wavelength verification®, piistroj provede kratky

7. V horni li§te¢ zvolte ,,File* a ,,New Workbook*, v nové otevieném

okné zadejte umisténi a ndzev souboru s vasimi vysledky.
8. Proved’te stanoveni nulové hodnoty BLANK:

a.napipetujte 2 pl eluéniho pufru EB na spodni rameno, pfiklopte horni

rameno

b.kliknéte na ikonku ,blank® vhorni li§té vlevo, ptistroj provede

kalibraci
C.po skonceni méfeni otfete obé ramena kouskem Cisté bunicité vaty
9. Proved’te méfeni koncentrace vaseho PCR produktu:

a.vpravém hornim rohu napiste do kolonky ,.Sample ID“ nazev

vaseho vzorku

b.v dalsi kolonce nastavte ,,DNA — 50,00 pro méfeni koncentrace

dsDNA

C.na spodni rameno napipetujte 2 pl PCR smési, ptiklopte horni
rameno, kliknéte na ikonku ,,Measure*, pockejte, az pristroj provede

méfeni
d.zkontrolujte vysledek v pravé horni ¢asti obrazovky:
10. Ocistéte ob¢ ramena piistroje kouskem cisté bunicité vaty.
11. Proved’te méteni koncentrace dalSiho vzorku.
Vsechny vysledky si 1ze prohlédnout ptes ,,Report® v levé ¢asti okna.
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Protokol €. 3¢ - Priprava sekvenacni reakce

Potirebné vybaveni a reagencie:

PCR produkt o znamé koncentraci (v ng/pl)
sekvenaéni primer MF6 2A (10 pmol/ul)
H,0O
BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit v3.1
2,5 x Ready Reaction Mix (reakéni mix)
5 x Sequencing Buffer (sekvenacni pufr)
sada pipet + Spic¢ky
1 x 0,2 ml PCR zkumavka / 1 vzorek
termalni cykler

Postup:

1.

Urcete mnozstvi PCR produktu (v pl) potiebného pro 20 pl
sekvenacni reakce.

Postup: Nejprve je nutné zjistit potiebné mnozstvi v ng (dle nasledujici
tabulky), které se pak piepocita na pl. Pro vypocet je nezbytné znat
koncentraci PCR produktu (viz pfedchozi protokol).

Priklad: Pro PCR fragment o velikosti 379 bp je potieba do sekvenacni
reakce 6 ng templatu. Je-li koncentrace daného PCR produktu, napr.
19,1 ng/ud, odpovida pak 6 ng mnozstvi 0,31 yd toho PCR produktu.

Tabulka udavajici mnoZstvi PCR produktu (v ng) dané velikosti
potifebné pro 20 pl sekvenacni reakéni smési:

velikost fragm.

100 | 150 | 200 | 250 | 300 | 350 | 400 | 450 | 500 | 550
(v bp)

mnozstvi DNA

1 2 3 37545 (525| 6 |6,75| 7,5 (8,25

(vng)

2.

Do 0,2 ml PCR zkumavky napipetujte vSechny slozky sekvena¢ni

velikost fragm.

600 | 650 | 700 | 750 | 800 | 850 | 900 | 950 | 1000
(v bp)

mnozstvi DNA

9 1975|105 11,25 12 |12,75| 13,5 |14,25| 15

(v.ng)
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reakéni smési v nasledujicim poradi a mnoZstvi:

do 20 pl — nutné dopoditat podle mnoZstvi

H0 PCR produktu

sekvenaéni pufr 3l

PCR produkt mnozstvi vypocitané v kroku 1
primer MF6 2A 0,32 pl

reakéni mix 2 ul

celkové mnozstvi 20 pl

Reak¢ni smés dobie promichejte.

Na cykleru nastavte nasledujici teplotni profil: 96°C/1min, 25x
(96°C/10 s, 50°C/ 5s, 60°C/ 4min); 4°C/oo

5. Pockejte, az se cykler nahfeje na 96°C, pak vloZte zkumavku
S pripravenou reakéni smési a nechte probéhnout amplifikaci. Trva
priblizné 2,5 hodiny.

H~w

Protokol €. 3d - Purifikace sekvena¢ni smési pomoci

BigDye® XTerminator™ Purification Kitu

Poti‘ebné vybaveni a reagencie:

- hotova sekvenaéni reakce v 0,2 ml PCR zkumavce

- BigDye XTerminator Purification Kit — SAM Solution
- XTerminator Solution

- pipety + Spicky

- vortex se specialnim nastavcem pro 0,2 ml zkumavky

- plato do sekvenatoru

Postup:

1. Centrifugujte hotovou reakéni smés v 0,2 ml PCR zkumavce

1 min/13 000 rpm.

Do zkumavky s reakéni smési pridejte 90 ul SAM Solution.
Vortexujte X Terminator Solution alespont 10s pfi max. otackach.

Do zkumavky s reakéni smési pridejte 20 pl XTerminator Solution.
POZOR: Neodebirat shora!!!

Vortexujte smés 30 min/2000 rpm (~ 33,5 Hz).

Centrifugujte smés 2 min/3200 rpm.
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7. Opatrné pfepipetujte supernatant na plato, vlozte do sekvenatoru a
analyzujte.

Protokol €. 3e — Analyza vzorku na automatickém sekvenatoru

Poti‘ebné vybaveni a reagencie:

- ABI PRISM 3100-Avant Genetic Analyzer:
kapilara - 50 cm
polymer - POP6

Postup:

1. V Run 3100-Avant Data Collection Softwaru vypliite Sample Sheet:

Sample Name: nazev vzorku (gen[¢islo vzorku] primer)

Result Group: Sequencing

Instrument Protocol: SeqPOP6BDTv3do500bp — doba analyzy 1,5 hod

Analysis Protocol: BDTv3-1

VloZte plato se vzorky do sekvenatoru a spust’te run.

3. Po skoncieni analyzy vyhodnot’te vysledky pomoci jednoho
z nasledujicich programu:
Sequencing Analysis Software v5.1 — soucast softwarového vybaveni
sekvenatoru; analyza jednotlivych vzorki
Sequence Scanner v1.0 — voln¢ dostupny program; analyza
jednotlivych vzorkt
(https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=cat
Navigate2&catlD=600583)
SeqScape Software v2.1 — soucast softwarového vybaveni sekvenatoru;
srovnani vice vzorklli mezi sebou

N

I'»"Ie_ndelf:;va Agronomicka
univerzita fakulta
v Brné
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AKTUALNI VZDELAVACT PROJEKTY

Jaroslav Doubek

Ustav fyziologie VFU Brno aktualné nabizi vyuZiti vystupu a/nebo
pfimou ucast na vzdélavacich projektech:

~ K
* . &
* *
* gk
EVROPSKA UNIE ¥ LADE

¢ Kreativni pFistupy ve vyuce fyziologie - integrované
(motivaéni) vzdélavaci moduly
CZ.1.07/2.2.00/15.0252, http://kreativnifyziologie.upol.cz

X/

% Od fyziologie k mediciné — integrace védy, vyzkumu,
odborného vzdélavani a praxe
CZ.1.07/2.3.00/09.0219, http://cit.vfu.cz/fyziolmed

« Internacionalizace vyuky veterinarni mediciny jako cesta
na evropsky trh prace

Modul II: Integrace preklinického a klinického vzdélavani
CZ.1.07/2.2.00/28.0288, webové stranky projektu v piiprave

< Mendelianum — atraktivni svét genetiky
CZ.1.05/3.2.00/09.0180, www.mendelianum.cz

. °

j i I EVROPSKA UNIE ® 200713

. EVROPSKY FOND PRO REGIONALNI ROZVO) OP V§zkum a v§voj
INVESTICE DO VASI BUDOUCNOSTI pro Inovace
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Kreativni pFistupy ve vyuce fyziologie
—integrované vzdélavaci moduly

RREATIVNI FYZIOLOGIE

CZ.1.07/2.2.00/15.0252
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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Tento projektje spolufinancovan Evropskymsocialnim fondema statnim rozpoétem Ceské republiky

Projekt realizuje &

W » Univerzita Palackého v Olomouci

7y Ustav Zivogisné fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i
@.’4 - partner projektu

v * Veterinami a farmaceuticka univerzita Brno
fgv - partner projektu

K ’/\]\( S
evropsky 1 &

socidin oe Unirersis Patackite
~ fond v CR S - .

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Tento projektje spolufinancovan Evropskymsocialnim fondema statnim rozpoétem Ceské republiky
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Projekt OPVK Ab

Cislo operaéniho programu: CZ.1.07
Nazev opera¢niho programu: OP Vzdélavani pro konkurenceschopnost

Cislo prioritni osy: 72

Nazev prioritni osy: Terciarni vzdélavani, vyzkum a vyvoj

Cislo oblasti podpory: 7212

Nazev oblasti podpory: Vysokoskolské vzdélavani

Cislo vyzvy: 15

Nazev vyzvy: Zadost o finanéni podporu z OP VK - IP - oblast podpory 2.2
Celkova vyse finanéni podpory 11.657.320,33 K&
Castka ESF 9.908.722,28K¢
Datum zahajeni realizace projektu 1.3.2011
Datum ukonceni realizace projektu 31.5.2014

Hdird “ I .
socidini ——
L4 1ondVCR  EVROPSKAUNIE 1 50628 4 THLELICRE0T pro hamivmaneme hogmot

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Tento projekt je spolufinancovan Evropskymsocialnim fondema statnim rozpoétem Ceské republiky

Aktivita 01 - Tvorba vyukovych materialt &

Vystup aktivity

- Obohaceni fakultnich knihoven o nejnovéjsi odbornou literaturu v oblastech
obecné, rostlinné, Zivocidné i humanni fyziologie

- Vytvoreni obrazovych podkladli pro multimedialni prezentace

- Ziskani piispévku externich spolupracovnikl

- Vytvoreni obsahové a grafické struktury jednotlivych vzdélavacich modull

. . PSS P . % - ” LB
- Pracovni verze multimedialnich prezentaci interaktivné propojenych g .l
s dalSimi vzdélavacimi moduly
i ) ) ) e Dychacisoustava
- Pracovni verze textovych vyukovych materialu ”\3::» m

- Strukturovana obrazova databaze

-~ 4
- Soubor testovych otdzek a procvi¢ovacich 4 Uy :
: — e - e e <O !
- Soubor interaktivnich navodu do praktickych cvi¢eni m

socang Y “ I -
sociini - . E
L4 fondvCR  EVROPSKA UNIE e b o heprest

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Tento projektje spolufinancovan Evropskymsocialnim fondema statnim rozpoétem Ceské republiky
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Aktivita 02 — Odborné konzultace a konfrontace &
vystupl projektu v ramci CR

Vystup aktivity
- Publikace ve sbornicich tuzemskych konferenci

- Korektury, doporuceni a kritiky pracovnich verzi projektovych materialt ¢eskymi
odborniky z oblasti fyziologie a didaktiky

- Navrhy pro finalni Gpravy projektovych vzdélavacich materiall

evropsky | e°
sociding
~

op vigetsvant
fondvCR  EVROPSKA UNIE e babiren

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Tento projekt je spolufinancovan Evropskymsocialnim fondema statnim rozpoétem Ceské republiky

Aktivita 03 — Ziskani podkladt, odborné konzultace
a konfrontace vystupl projektu v zahranici

Vystup aktivity

- Anglické verze ukazkovych multimedialnich materialt

- Ziskani AV materiald ze zahrani¢nich univerzit a odbornych pracovist pro vyukové
programy a "virtualni prochazky"

- Prezentace projektovych materialti v zahranici

- Korektury, doporuceni a kritiky pracovnich verzi projektovych materiall zahrani¢nimi
odborniky .

. .- LB [ ]
":."“;.’f"...;“.’.'":.’ & CNS - mozek & LoD, b
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Modelova rostlina
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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Tento projekt je spolufinancovan Evropskymsocialnim fondema statnim rozpoétem Ceské republiky
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Aktivita 04 - pilotni projekt -
testovani vytvorenych vzdélavacich materialt ve vyuce UP a VFU a jejich evaluace

Vystup aktivity
- Hodnoceni studentd jednotlivych vzdé&lavacich materiald, vytvofenych projektovym tymem
- Statistické zpracovani hodnoticich dotaznikd

- Dal$i pfipominky, nazory a naméty studentt k jednotlivym vyukovym modult

- Finalizace - koneé&né Upravy vyukovych modult na zakladé vysledku pilotnich testd.

- Publikovani komplexni studie o efektivité vyuky pomoci multimedialnich materiald

- Hodnotici dotazniky pro pilotni projekt (pro studentské hodnoceni jednotlivych vyukovych
modull formou dotazniku).

bl n
socidini
- fondvCR  EVROPSKA UNIE

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Tento projektje spolufinancovan Evropskymsocialnim fondema statnim rozpoétem Ceské republiky

Aktivita 05 - Finalni upravy projektovych materiald, &

jejich vydani v tisténé a v multimedialni podobé na webu, CD resp. DVD

Multimedialni materialy na CD resp. DVD nosicich:

- DVD Obecna fyziologie - soubor interaktivné provazanych multimedialnich ppt
(texty, prakticka cvi€eni, obrazova databaze, testové otazky, procvi€ovaci schémata a
modul "Virtuaini prochazky")

- DVD Fyziologie rostlin - - soubor interaktivnhé provazanych multimediainich ppt

- DVD Fyziologie Zivogichll - soubor interaktivné provazanych multimedialnich ppt

- DVD Fyziologie €loveka - - soubor interaktivné provazanych multimedialnich ppt

- DVD "Virtualni prochazky odbornymi pracovisti", pfedstavujici aplikace teoretickych
fyziologickych poznatkl do praxe

- Terminologicky slovnik: Vykladovy slovnik odborné biologické terminologie v ¢eském a
anglickém jazyce

- Obrazova databaze strukturovana do 4 celkl (obecna fyziologie, fyziologie rostlin,
Zivogichu a ¢lovéka)

s it
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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Tento projektje spolufinancovan Evropskymsocialnim fondema statnim rozpoétem Ceské republiky

34



Ti$téné materialy : &

- Fyziologie rostlin - ti§téné textové materialy pro teoretickou vyuku

- Fyziologie Zivogichu - ti§téné textové materialy pro teoretickou vyuku

- Fyziologie ¢lovéka - tisténé textové materialy pro teoretickou vyuku

- Navody pro prakticka cvi€eni |: Fyziologie rostlin

- Navody pro prakticka cviceni ll: Fyziologie Zivocichli a ¢lovéka

- Soubor testovych otézek a procvi€ovacich schémat |: Fyziologie rostlin

- Soubor testovych otazek a procvi¢ovacich schémat II: Fyziologie Zivocichli a
Clovéka

- Terminologicky slovnik: Vykladovy slovnik odborné biologické terminologie v
¢eském a anglickém jazyce
- Diplomové a disertacéni prace (5-8 kust)
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[~ fondvCR  EVROPSKA UNIE e o v

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Tento projektje spolufinancovan Evropskymsocialnim fondema statnim rozpoétem Ceské republiky

KREATIVNI FYZIOLOGIE

CZ.1.07/2.2.00/15.0252

Realizaci projektu vznikaji interaktivni studijni materialy fyziologie rostlin, Zivo&ichd, &lovéka a
obecné fyziologie. Vizualizace provazanych fyziologickych proces pfi vyuZiti novych
technologickych pfistupl je vytvorena s cilem zaji$téni snadné a efektivni vyuky vysokogkolskych
studentll a poskytnuti srozumitelného pfibliZeni stanovenych témat laické vefejnosti.
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Tento projektje spolufinancovan Evropskymsocialnim fondema statnim rozpoétem Ceské republiky
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Vzdélavaci materialy ve ¢tyfech zakladnich sekcich (obecna,
humanni, Zivoéisna a rostlinna fyziologie) budou k dispozici v
sedmi vzajemné provazanych MODULECH:

VYKLADOVY SLOVNIK
B |
W

1
— ]
|

OBRAZOVA DATABAZE

Rz 2

e o o e 5
S L
_ A

http://kreativnifyziologie.upol.cz/
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Od fyziologie k mediciné — integrace védy, vyzkumu, odborného
vzdélavani a praxe

Projekt ,,0d fyziologie k mediciné” je podporovan Evropskym
socialnim fondem a statnim rozpoétem Ceské republiky, aktualné
probiha jeho faze udrzitelnosti. Vlastni projekt byl otevien prioritné
pro studenty vysokych $kol, ale také pro akademické pracovniky VS,
studenty a pedagogy stiednich Skol, zejména pro ty, kteti prokazuji
zdjem o védu a vyzkum napf. formou StfedoSkolské odborné
¢innosti. Pocet aktivnich ucastnikii byl limitovdn, a to zejména
z diivodu individudlniho pfistupu, hands-on experience a tim vysoké
efektivity vzdélavani. Veskeré aktivity probihaji Vv neformalni
atmosféfe umozinujici bohatou diskusi a integraci zacinajicich a
zkuSenych pracovnikii védy a vyzkumu, pedagogii a studentl
S motiva¢nim prvkem pro potencidlni zdjemce o tuto oblast z fad
sttedoSkolské mladeze.

Konkrétnim piinosem pro piimé ucastniky projektu je ziskani
odbornosti v oblasti nejnové&jSich poznatkti z oboru fyziologie a
jejich praktického uplatnéni zejména v medicin€. Dalsi piinos pak
pfedstavuje ziskdni nadstandardniho vzdélavani a zkuSenosti
Vv oblasti dynamické orientace v aktualnich poznatcich z oboru
fyziologie, jejich efektivniho zpracovani a vyuziti. Projekt tak
pfispivd k usnadnéni integrace zacinajicich pracovnikli védy a
vyzkumu na mezinarodni Grovni cestou ziskani prehledu o kvalitnich
odbornych prezentacich vlastnich vysledki, ale také o moZnostech
ziskéani finan¢ni podpory na odborné vyzkumné pobyty a prezentace
vysledkil v rdmci konferenci.
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Projektové materialy byly prehledné zpracovany a vydany pod
ISBN 978-80-7305-623-0
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EVZDELAVANI

Od fyziologie
k mediciné

Integrace védy, vyzkumu,
odborného vzdélavani a praxe

iy .

E. Matalova, J. Doubek, . Fellnerova

Projekt ,0d fyziologie k mediciné” CZ.1.07/2.3.00/09.0219 je spolufinancovan
Evropskym socialnim fondem a statnim rozpoétem Ceské republiky.
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Pro Sirsi cilovou skupinu jsou materialy k dispozici na webovych
strankach projektu

http://cit.vfu.cz/fyziolmed

OD FYZIOLOGIE K MEDICINE

INTEGRACE VEDY, VYZKUMU, ODBORNEHO VZDELAVANT A PRAXE
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O projektu | Projektové materidly | Propagace | Kontakty Probéhlé akce

Akce-Brno Akce-Olomouc

sSonliessle RS Registrace pro Olomouc 2011

i ; : . Mendel Forum 2010
Véda na urovni Nobelovych - = =
cen Kmenové bunky-vyuZiti ve
vyzkumné a klinické praxi

Uspé&sni absolventi

Aktudlni vyzkum kmenovych
bunék Urgentni medicina-zachrana

Prezentace vlastniho vyzkumu lidského Zivota, resuscitace

a vyzkum funké&nich plant or. loi : la&ni

Imunologie a imunomodulaéni
Mezinarodni mozZnosti terapie
Fyziologie-patofyziologie- Mezindrodni mozZnosti II
diagnostika

Fyziologie-patofyziologie- Laboratorni hematologie

humanni medicina Prenatdlni a perinatalni
Fyziologie-patofyziologie- laboratorni diagnostika
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Indukované pluripotentni buriky - nadéje pro

regenerativni medicinu?
Tomds Bdrta

V roce 2012 byla udélena Nobelova cena za fyziologii a medicinu
dvéma védcum. John B. Gurdon a Shinya Yamanaka ji ziskali za
objev ,,preprogramovani somatické, terminaln¢ diferencované
buiiky v buniku pluripotentni, ktera je schopna diferencovat se do
vSech bunécnych typi.

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2012
Sir John B. Gurdon, Shinya Yamanaka

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2012

Sir John B. Gurdon Shinya Yamanaka

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2012 was awarded jointly to Sir John B
Gurdon and Shinya Yamanaka "for the discovery that mature cells can be
reprogrammed to become pluripotent”

http://www.nobelprize.org

Prednaska vramci Mendel Forum je zaméfena na objasnéni a
diskusi, jak takové pieprogramovani do pluripotentniho stavu
probihd, co se v buiice béhem této procedury déje, a také na otazku,
pro¢ zatim nejsou indukované pluripotentni bunky Siroce pouzivany
Vv regenerativni medicing.
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Kmenové buriky: co jsou, kde jsou a na co jsou.

Dospélé mnohobunécné organismy, vcetné cloveéka, jsou tvoreny
stovkami typia bunék specializovanych pro razné funkce.
Fotoreceptory sitnice zachycuji svételny signdl a predavaji jej
k dalsimu zpracovani buiikdim mozku, buniky srde¢niho svalu se
smr$t'uji a uvolnuji a zajist'uji tak nasavaci a vypuzovaci funkci
tohoto organu, spermie spolu s vajicky umoziuji vznik novych
jedinct procesem oplozeni a podobné. Toto jsou jen Ctyfi piiklady
Z nepieberného mnozstvi bunéénych typi fungujicich v lidském téle;
jiz z nich je vSak dobie zfejmé, ze bunky specializované pro rtizné
funkce se mezi sebou velmi zasadné 1isi. Tato strukturalni a funkéni
riznorodost mezi buiikami evokuje velmi zavaznou otazku — kdy a
jakymi procesy vlastné¢ vznika. Jisté je, Ze na zacatku vyvoje
organismu, v zarodku V jeho ¢asném vyvojovém stadiu, tato bunécéna
riznorodost neexistuje. Naopak, inicialni vyvojova stadia organismu
jsou typicka pritomnosti bun¢k, které jsou v zasad¢ vSechny stejné.
Jinymi slovy, buiikky ¢asného zarodku jsou schopné dat postupnym
vyvojem, procesem rozriznovani ¢i diferenciace, vznik jakémukoli
specializovanému bunéénému typu dospélého organismu - tyto
bunky embrya jsou takzvané totipotentni ¢i alespon pluripotentni.
Nejen buniky ¢asného embrya vSak mohou byt pluripotentni. V roce
1954 byl v USA vytvofen kmen mysi nazvany 129, jehoz samci
trpéli ve vysoké frekvenci vyskytem nadord varlat, takzvanych
teratokarcinomil. Teratokarcinomy jsou nadory, které jsou tvofeny
mnoha riznymi bunéénymi typy. Zajimavé je, ze mezi témito
bunikami nadoru byly nalezeny také ,,naivni‘ nediferencované bunky,
které¢ mély schopnost diferencovat se do riiznych specializovanych
bunénych typt, podobné jako buiiky ¢asného zarodku — byly tedy
také pluripotentni. Tato vlastnost je nejlépe experimentalné
dokumentovana jejich schopnosti G€astnit se normalniho vyvoje mysi
po jejich vpraveni (injikovani) do ¢asného mysiho zarodku. Takto
vznikly jedinec je potom chimérou.

Na pluripotentnich buiikach teratokarcinomi je vSak kromé samotné
pluripotence zajimava jeSt¢ jedna vlastnost, kterd byla odhalena
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jejich dlouhodobou kultivaci v podminkach in vitro (v Petriho
misce). Touto vlastnosti je schopnost udrzovat si pluripotenci v
podstaté neomezen¢ dlouho. Jinymi slovy, opakovanym délenim
buniky Svoji pluripotenci neztraci. Tato skuteCnost je definovana
jako schopnost sebeobnovy — kdy kazdym délenim vzniknou dvé
identické pluripotentni buniky.

Buriky teratokarcinomu jsou pluripotentni a sebeobnovujici se, avSak
jsou stale builkami nddorovymi, které nesou né&jakou genetickou
poruchu. Zasadni krok od nadorovych pluripotentnich bunék
K pluripotentnim bunikam zcela normalnim ucinili az Gail Martinova
s Martinem Evansem, kterym se v roce 1981 podafilo pfimét bunky
zdravého Casného mysiho embrya ve stadiu blastocysty Zzit a délit se
v podminkach in vitro. Takto ziskané bunky (bunécné linie) byly pro
svlj ptivod v mySim embryu (v jeho €asti zvané embryoblast, ze
které se vyvine cely jedinec kromé plodovych obald) a pro svoji
schopnost sebeobnovy a pluripotenci nazvany mys$i embryonalni
kmenové (EK) buiiky. Nutno zdaraznit, Ze embryonalni KB nejsou
jiz ,,skute¢nymi* buiikami embrya, jsou sice buitkami derivovanymi
z embryoblastu mysiho embrya, ale jsou soucasné produktem
kultivace in vitro, jejiz unikatni podminky =zajist'uji jejich
pluripotenci a sebeobnovu. Tyto podminky sestavaji zejména
z vrstvy podpirnych bunék (mySich embryondlnich fibroblasti) a
rustového faktoru oznafovaného jako LIF (leukemicky inhibiéni
faktor).

Mysi EK bunky se diky svym vlastnostem, Casové zcela neomezené
propagovatelnosti v podminkach in vitro a schopnosti diferencovat se
jak in vivo tak také in vitro do rtiznych bunéénych typt dospélého
organismu, staly nenahraditelnym modelovym systémem pro
studium plejady aspekti normalniho vyvoje mnohobunééného
organismu. Tento vyznam si dochovaly dodnes. Existence mySich
EK bun¢k v kombinaci s moznosti jejich genetické modifikace a
schopnosti piispivat ke vzniku chimér umoznila tvorbu geneticky
modifikovanych mysi. Tyto jsou dodnes jednim ze zakladnich a
nenahraditelnych néstrojii ke studiu funkce sav€ich gend. Za vyvoj
technologie pfipravy geneticky modifikovanych mysi pomoci mySich

43



EK bunék a metody takzvané homologni rekombinace obdrzeli
vroce 2007 badatel¢é Martin Evans, Mario Capecchi a Oliver
Smithies Nobelovu cenu za fyziologii/medicinu.

EK bunky ustavené z mysi byly, pfes rozsahlé pokusy s mnoha
jinymi zivo¢iSnymi druhy, po dlouhou dobu jedinymi EK buiikami,
které se podarilo ustavit. V roce 1998 vsak pfisel zcela zasadni
prulom diky tymu badateld, vedenému ameri¢anem Dr. Jamesem
Thompsonem. Ten, ve spolupraci s kolegy z Izraele dokazal poprvé
v d¢jinach biologické védy ustavit linie EK bunck ze zarodki
(blastocyst) ¢loveéka. Stoji za uvedeni, Ze postup ustaveni linie
lidskych EK bun¢k je principidln¢ shodny s postupem vyvinutym
v roce 1981 pro ustaveni linii EK bunék z embrya mysi. Jedinym
skutecné zasadnim rozdilem je rustovy faktor, ktery lidské EK buiky
Vv kultufe vyzaduji. Tim je bazicky fibroblastovy rustovy faktor
(FGF2) namisto LIF, ktery, jak je uvedeno vyse, vyzaduji EK bunky
mysi.

Skutecnost, ze svét ziskal prvni linie lidskych EK bunék rozpoutala
nezmérny zajem o studium tohoto bunééného typu. Diivodem byly
samoziejm¢ znalosti o diferenciaénim potencialu KB bunék, ziskané
1éty prace s mySimi EK bunikami, slibujici zejména uziti lidskych EK
bunék v klinické mediciné v podobé& riznych druhi bunécéné terapie.
Mnoho laboratofi ve vyspélych zemich svéta proto okamzZité naptelo
své sily na ziskani novych linii lidskych EK bunék a pustilo se
s obrovskym Usilim do studia jejich biologickych vlastnosti. Stoji za
zminku, e ani Ceska republika neziistala v tomto biomedicinském
tazeni opodal a diky praci badatelit Hampla a Dvoraka ziskala prvni
linie lidskych EK bunék na jare roku 2003.
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wwwsciencemagorg  SCIERCE  WOL 282 & NMOVEMEBER 19948
REFORTS

Embryonic Stem Cell Lines
Derived from Human
Blastocysts

James A, Themson,* Joseph Hskovitz-Elder, Sander 5. Shapire,
Michelle & Waknitz, Jennifer ). Swiergiel, Vivienne 5 Marshall,
Jeffrey M. |ones

Jednotlive kroky ustaveni linie lidskych EK bunék. A) Lidska
blastocysta se zona pellucida. B) Lidska blastocysta po odstranéni
zona pellucida. Embryoblast oznacen cervene. C) Embryoblast
(Cervene) po prevedeni do kultury na vrstvu podpiirnych fibroblastii.
D) Rozrustajici se bunky embryoblastu. E) Populace lidskych EK
bunek zabirajici celé zorné pole. F) Dvé kolonie lidskych EK bunek
PO pasazi.
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Ptestoze kmenové buiikky odvozené zbunék embrya daly hlavni
impuls ke studiu kmenovych buné€k, nejsou jedinymi existujicimi
kmenovymi  bunkami. Pluripotence, jedna z charakteristik
kmenovych bun¢k, je vlastnosti, kterou musi mit builky casného
embrya, aby mohly dat procesem postupného rozriziovani
(diferenciace) vznik vSem specializovanym bunéénym typim
dospélého organismu. VétSina specializovanych bunék dospélého
organismu vSak kontinudlné podléhd postupnému opotiebeni ¢i
dokonce rychlému zaniku V piipad¢ zranéni a tyto buiiky musi mit
moznost byt nahrazovany. Zdrojem pro ndhradu téchto
specializovanych buné€k jsou sebeobnovujici se bunky skryté po cely
zivot ve tkadnich a organech, takzvané tkanové ¢i organové
kmenové buiiky (anglicky se jim tika adult stem cells, ¢ili dospélé
kmenové buriky). Tyto bunky jsou ve tkanich ve velmi malych
poctech a vétSinou jsou ,,ukryty” ve specialnich mistech, takzvanych
nikach, a jejich odhaleni neni tedy viibec snadnou zalezitosti. Svoje
kmenové buiiky ukryté v kostni dieni maji bunky krve, kmenové
bunky maji bunky svald, kmenové buiiky maji butiky mozku a tento
vycet kmenovych bunék dospélého organismu nelze dnes uzaviit.
Jednim =z relativné dobfe popsanych typl orgédnovych KB jsou
naptiklad kmenové buniky zajiStujici trvalou obnovu epitelu tenkého
stieva, které jsou ukryty hluboko v kryptach stfevni sliznice.

Cim nam mohou byt kmenové buiilky prospésné?

Lidské kmenové buiiky (KB) jsou terapeutickym piislibem
budoucnosti diky své schopnosti dat vzniknout vSem bunécnym
typtim, které nachdzime v lidském organismu. Lze si proto predstavit
situaci, kdy bude pacientim s degenerujici, poSkozenou ¢i chybéjici
tkdni mozné nabidnout uméle vypéstovanou funkéni ndhradu z KB,
¢i bunky které ji po implantaci znovu vytvofi. Pfi pouziti autolognich
(vlastnich) KB pacienta je navic vylouceno riziko odvrhnuti §tépu a
nutnost potlaceni imunitniho systému jako V pfipadé dnes
pouzivanych allogenich (cizich) transplantatd darce. Ziskéanim
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indukovanych KB z pacientl je mozné zkoumat i molekuldrni
podstatu vrozenych a degenerativnich onemocnéni.

MozZnost terapie za pouziti KB je v souCasné dobé zkoumana na
zvitecich modelech, u n¢kterych lidskych onemocnéni a poruch jiz
probihaji klinické testy.

MozZnosti terapie kmenovymi buitkami
e regenerace tkané poskozené pii zranéni nebo nemoci -
kmenové bunky hraji roli stimulatoru ristu ostatnich bun¢k

e znovuosidleni poskozené nebo odumielé¢ tkan¢ bunkami
pfimo vzniklymi z kmenovych bun¢k

e odstranéni zbytkové populace nemocnych bunck tkdné
pomoci implantace zdravych kmenovych bunék

Postup terapie zaloZené na pouziti kmenovych bunék
e ziskani dostate¢ného mnozstvi kmenovych bunék
e zmnozeni kmenovych bun¢k v kultufe in vitro (v Petriho
miskach) a jejich diferenciace do pozadované¢ho bunécného
typu
e implantace spravné diferencovanych zdravych bunék

Typy kmenovych bunék vyuzitelné v terapii
o tkanové/organové kmenové bunky pacienta, nebo darce

e embryondlni kmenové bunky
¢ indukované pluripotentni kmenové buiky

Tkéanové KB existuji v riznych orgdnech v tzv. nikdch kmenovych
bungk. Jsou schopny se diferencovat do bunéénych typi dané tkang,
ale moznost jejich diferenciace do vSech bunéénych typt nebyly
jednoznaéné prokazany. Po vétSinu Casu se nedéli a ziistdvaji
v klidovém stavu. V piipadé poskozeni organu dojde k aktivaci
kmenové bunky okolnimi buiikami. Kmenova burka se za¢ne délit a
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produkovat rychle se délici progenitory, jejichz dalsim dé€lenim na
vice specializované bunky dojde k opravé poskozené tkané. Izolace
tkanovych KB je omezena z divodu jejich malého poctu v tkani.
Vyjimku tvofi mesenchymalni a krvetvorné KB, které je mozno
izolovat z kostni dfené nebo periferni krve ve vétSim mnozZstvi.
Embryonélni KB ziskané z ¢asné blastocysty jsou dobie dostupné
(kolem 400 linii), mohou byt v kultufe in vitro propagovany a
mnozeny Nheomezenou dobu, pficemz si stidle udrzuji schopnost
diferencovat do vSech bunécnych typii. Jejich nevyhodou je riziko
imunitni reakce zptsobené rozdilnosti genetického vybaveni mezi
darcem a pfijemcem, genomova nestabilita zpisobend dlouhodobou
kultivaci a eticky kontroverzni ptivod.

Indukované pluripotentni KB jsou builky pochézejici z
diferencovanych bunécnych typt, které byly "pteprogramovany" do
pluripotentniho stavu doCasnym zapnutim né€kolika transkripcnich
faktori typickych pro kmenové buiky. Indukované KB byly
vytvoteny napt. z dobfe dostupnych koznich fibroblasti. Vzhledem
K tomu, Ze je v tomto ptipadé 1éCeny pacient zaroven darcem bunek
(autologni transplantace), nehrozi riziko imunitni odpovédi.

Soucasné terapeutické aplikace kmenovych bunék

Tkaiiové kmenové buiiky

Nejstar$i a 1 v soucasnosti nejcastéjsi formou izolace tkanovych KB
je 1zolace krvetvornych KB a mesenchymalnich KB z kostni dfené,
periferni krve. Pozorovani klonogenni kapacity bunék kostni dfené se
datuje do Sedesatych let minulého stoleti, transplantace kostni diené
Krvetvorné KB jsou schopny diferencovat se do bunék krevni fady a
jejich transplantace je vyuzivana k 1é¢bé vrozenych i ziskanych
onemocnéni krve. Transplantaci pfedchazi tUplné ¢1  Céstecné
odstranéni pivodnich krvetvornych bunék, aby nedoslo k imunitni
reakci.

Mesenchymalni KB jsou schopné vytvofit vSechny buiky
mesenchymalni linie jako napf. buiiky chrupavky, kosti, Slachy, kiize
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¢1 tukové tkan€. Mesenchymalni kmenové bunky vytvoiené z kostni
dfen¢ mohou byt po implantaci v ptihodném nosi¢i (napf.
kolagenova struktura) pouzity k zaceleni zlomenin, jejichz ¢asti k
sobé¢ nedoléhaji. Uplatnéni nachazeji 1 pifi 1é€bé nadmérné
opotiebované chrupavky. Transplantovand chrupavka darce zbavena
vSech piivodnich bunék je osidlena mesenchymdlnimi kmenovymi
bunkami pacienta, které se po transplantaci pfeméni na chondrocyty
a propoji transplantat s poskozenou chrupavkou.

Rovnéz v pripadé regenerace srde¢niho svalu po infarktu myokardu
bylo pozorovano vyrazné zlepSeni po injekci autolognich
mesenchymalnich KB (dobie zpracovano v Strauer a kol., 2008, Cell
Proliferation).

Embryondlni kmenové buiiky

Terapie zalozené na lidskych embryonalnich KB nebyly na rozdil od
mesenchymadlnich kmenovych bunék v lidské mediciné dosud
terapeuticky  pouzity. Vyzkum  zaméfeny na  schopnost
embryonalnich KB a jejich diferencujicich se derivati obnovit
porusené¢ funkce nervové soustavy u zvifecich modeli ukazal
ptekvapivé zjisténi. Ackoliv doSlo k vylé€eni poranéni mozku po
implantanci embryonalnich KB, jen malé ¢ast implantovanych KB se
pfeménila na neurony, vétSinou tvofily podplirné buiiky (astrocyty a
gliové bunky). Zda se daji vysledky ze zvifecich modelt prenést i do
oblasti humanni mediciny se brzy dozvime, nebot’ na po¢atku roku
2009 schvalila FDA firmé Geron spusténi prvni faze klinickych
testl, které vyuZzivaji lidskych embryondlnich KB diferencovanych
do oligodendrocytli u pacientli s porusenou michou.

Indukované pluripotentni kmenové buiiky

Vzhledem k novosti technologie indukovanych pluripotentnich KB
(mysi indukované KB 2006, lidské indukované KB 2007) je jejich
terapeutické vyuziti otdzkou budoucnosti. Indukované pluripotentni
KB disponuji obrovskym terapeutickym potencidlem z davodu
moznosti tvorby pluripotentnich KB z tkan€ pacienta. Dalsi
vyznamnou vyhodou pfistupu indukované pluripotence je eticky
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bezproblémova ptiprava indukovanych pluripotentnich KB. Moznost
ziskani indukovanych KB z bun¢k pacienta s vrozenou vadou a jejich
diferenciace do postizeného bunécného typu (napf. neuronli u
Huntingtonovy chorei) otevira moznost zkoumani molekularnich
jevi v podminkach in vitro, kterych neni mozno dosahnout jinym
zpusobem.

Jak lze embryondlni Kkmenové buiiky primét
k vytvoreni funk¢nich bunék naseho téla?

Lidé na celém svét€¢ jiz dlouha 1éta premysSleji o nahradach
poskozené lidské tkané ¢i dokonce organu za tkan zcela novou,
zdravou a zejména funkéni. Pfislibem pro tyto aplikace byly (a stale
jesté jsou) lidské embryondlni kmenové buiiky (KB). Jejich unikatni
biologické vlastnosti a zejména diferenciacni potencial (schopnost
vytvofit jakoukoliv bunku lidského téla) vyuzivaji védci nejen pfi
zkoumani procest uplatiiujicich se ve vyvoji lidského organizmu, ale
také pro jiz zminénou moznost uziti v tzv. regenerativni medicing.
Prozatim jsou jejich praktické aplikace stile jesté omezené, nckteré
svétové laboratofe vSak jiz diferencované lidské embryonalni KB
aplikuji nemocnym pacientiim v prvnich klinickych studiich.

A jak je vlastné moZzné pfimét nediferencovanou lidskou
embryonalni KB k tomu, aby vytvofila neuron, ktery se poskodil
vV miSe pacienta Upoutaného na invalidni vozik? Nebo v buiku
chrupavky, kterd se casem opotiebuje v koleni a zplsobuje
pacientiim bolesti? Odpovéd’ je na prvni pohled velmi jednoducha —
zjistit, jak vyvoj tohoto bun&fného typu funguje pfirozené v téle
zivych organizmi (in vivo) a napodobit tyto pfirozené podminky ve
zkumavce (in vitro).

Z vyvojove biologie vime, ze tvorba novych specializovanych bun¢k
je postupny proces, ktery vzdy zahrnuje nékolik ptechodovych
(prekurzorovych) stadii, kdy je bunka tzv. multipotentni — miize
kuptikladu vytvofit kteroukoliv buiiku nervového systému, ale jiz
nemuiZe dat vznik buitkdm chrupavky nebo jaternim bunkam.
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Rovnéz vime, Ze na specifikaci jednotlivych bunécnych typl se

podili vzdy dva typy molekul:

1) ,rozpustné®, které jsou vyluCovany jinymi bunikami z okoli (jsou
Jimi tzv. ristové faktory a morfogeny (pi. fibroblastovy rustovy
faktor FGF, kyselina retinova apod.),

2) molekuly ,,nerozpustné®, nachazejici se fixn¢ v okoli bunky (témi
jsou povrchové molekuly sousedicich bunék a také slozky

o a4

mezibunééné hmoty).

Jak ale vSechny tyto faktory spolupracuji, které konkrétné to jsou a v
jakém potadi na buiiky pusobi, zatim pro vétSinu diferenciacnich
procest zcela objasnéno neni.

Soucasné pristupy k diferenciaci lidskych embryonalnich KB do
specializovanych bunéénych typi se tedy pokouSi kombinovat
jednotlivé znalosti o vyvoji in vivo a uvést je do in Vitro systému
V minimalné dvou krocich:

1. Indukce diferenciace lidskych embryonalnich KB do prekurzora
daného bunécéného typu ovlivnénim ristovymi faktory a/nebo
povrchem kultivacni misky.

2. Indukce diferenciace prekurzorti do specifického terminalniho
bunécného stadia opét ovlivnénim morfogeny, ristovymi faktory
a/nebo povrchem kultiva¢niho prostiedi.

Jednou z moznych aplikaci lidskych embryonalnich KB
v regenerativni mediciné je jejich vyuziti pii opravé poSkozeni
nervového systému cloveéka. Potencial 1écby v této oblasti je
pomérn¢ Siroky, pocinajic nahrazenim odumielych neuronti pii
neurodegenerativnim onemocnéni (napiiklad Alzheimerova nebo
Parkinsonova choroba) az po nahrazeni poSkozenych nervii po
preruseni michy (1é€ba doZivotni paralyzy jedince). V této oblasti se
jiZ mnoho let experimentuje na laboratornich zvifatech a vysledky ve
vétsin€ piipadii prokazuji zlepSeni stavu postizenych zvifat po
aplikaci embryonélnich KB do mista poSkozenych neurond nebo
pferusené michy.
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Prvni klinicky vyzkum na lidech byl zapocat teprve nedavno v USA.
Skupina védcti pod vedenim Hanse Kiersteada navrhla postup, jak
efektivné diferencovat embryonalni kmenové bunky do podptrnych
bunék neuronti (glii), které produkuji myelin. Myelin je potfebny pro
vedeni vzruchu podél axond. Bunky, které o tzv. myelinovou pochvu
ptisly v disledku poranéni miSnich nervi, jiz vzruchy nemohou vést
a zivoCich tak ziistane paralyzovan. Pokud jsou gliové buiky
(diferencované z mySich embryonalnich KB) podany mySim do 10
dnii po poranéni misnich nervi, vedeni vzruchu se za ¢as obnovi a
mysi se tak mohou opét pohybovat.

Biotechnologicka firma Geron (USA; www.wsj.com) se rozhodla
tento postup aplikovat na lidsky organizmus a v listopadu loiiského
roku (2009) ji bylo umoznéno vyzkum zapocit. Vysledky prozatim
nejsou k dispozici, zistava proto véfit, ze 1é¢ba bude uspésna.
Postupy, jakymi je mozno lidské embryonalni KB diferencovat do
neurdlnich prekurzori a dale do terminalné diferencovanych stadii
jsou Vv ruznych laboratofich rizné (a také vice ¢i méné uspesné).
Hlavnim problémem vSak zlstava ,cCistota” vysledné populace
neurontt nebo glii. Pro ptipadné klinické aplikace je nezbytné, aby
vysledna populace bun¢k byla 100% homogenni (obsahovala jenom
ten bunécny typ, ktery bude ¢lov€ku injikovan do téla). Jakékoliv
nediferencovand embryonalni kmenova builkka by totiz mohla
zpusobit v lidském téle tvorbu nadoru.
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Limitace vyuziti lidskych embryonalnich KB v bunécné
terapii

Potencionalni vyuziti lidskych embryonalnich KB v bunééné terapii
je limitovano fadou faktort. 1) lidské embryondlni KB jsou
kultivovany in vitro pti nevhodnych podminkach; 2) béhem kultivace
in vitro akumuluji zmény ve svém genomu; 3) pfi transplantaci hrozi
odmitnuti §t€pu imunitnim systémem ptijemce; 4) musi byt zaru¢ena
diferencovanost vSech bunék, které se do pacientova téla vpravuji.
1) Lidské embryondlni KB jsou kultivovany v pfitomnosti
komponent zvifeciho plvodu, které mohou byt zdrojem
imunogennich latek (tj. latek, které v pacientové téle vyvolavaji
imunitni reakci), retrovirovych ¢i houbovych infekci, které mohou
byt nebezpecné pro pacienta. Mezi komponenty zvifeciho piivodu
patii predevSim vrstva podpirnych bunék (mysi embryonélni
fibroblasty), na kterych lidské embryonalni KB rostou. Tato vrstva
podpirnych bunc¢k produkuje do média rustové faktory a slozky
mimobunééné hmoty, které jsou klicové pro rast lidskych
embryonalni KB. Dalsi dulezitou slozkou kultiva¢niho systému
lidskych embryondlnich KB, ktera vSak obsahuje komponenty
zviteciho plivodu, je ndhrazka séra. Cilem vyzkumu mnoha
védeckych skupin je proto vyvinout kultivaéni systémy, které
neobsahuji slozky zviteciho piivodu.
2) Pii pouziti lidskych embryonalnich KB v bunééné terapii je nutna
jejich dlouhodoba kultivace in vitro. Béhem této dlouhodobé
kultivace lidské embryondlni KB akumuluji zmény v genomu.
Podobné zmény jsou bézné nachézeny v nadorovych bunikach. Proto
je pouziti téchto bun€k nesoucich zmény v genomu nebezpecné.
Zdrojem genetickych abnormalit mohou byt a) jiz vySe zminéné
nevhodné kultivacni podminky, b) absence kli¢ovych komponent
signalnich drah monitorujici poskozeni DNA (tzv. kontrolni body
bunééného cyklu) nebo c) poruchy funkce déliciho vieténka
(centrozomalni abnormality).
Udrzovani stability genomu u eukaryotickych bunck zajistuje
komplexni sit’ kontrolnich bodu, které jsou strategicky umistény v
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prubéhu bunécéného cyklu. Pokud je DNA poskozena nebo nejsou
dokonceny klicové procesy dané faze bunécného cyklu, aktivuji se
tyto kontrolni body, coz vede k pozastaveni priichodu bunécnym
specifickou zménou struktury DNA nebo interakci DNA-protein.
Tento signal je pak pfendsen na efektorové molekuly, které zastavuji
bunécny cyklus nebo indukuji apoptéozu (programovand/fizena
bunécna smrt).

Klicovou molekulou signalnich drah monitorujicich poskozeni DNA
je protein p53. Pti poskozeni DNA nebo pii indukci stresu se tento
protein prostfednictvim dalSich molekul modifikuje (fosforylace,
acetylace, ubikvitinace). Na zékladé modifikaci proteinu p53 pak
buiika rozhoduje, zda zastavi svou progresi bunéénym cyklem a
opravi DNA. Pokud je vSak poskozeni DNA natolik robustni, Ze
bunka nedokaze poskozeni opravit, aktivuji se komponenty
apoptickych drah a buiika zahyne fizenou bunécnou smrti.

Zastaveni bunécného cyklu pii poskozeni DNA prostiednictvim
proteinu p53 probihd tak, ze se p53 vaze na DNA v misté regulacni
oblasti, kde se nachazi gen pro protein p21. Vazbou proteinu p53 na
DNA se spusti exprese proteinu p21, ktery svou vazbou inhibuje
aktivitu molekul zodpovédnych za progresi bunéénym cyklem
(CDK/cyklin) a bunéény cyklus se zastavuje.

Studium reakce lidskych embryonalnich KB na poskozeni DNA
ukazaly, Ze ackoliv protein p53 je po poSkozeni DNA spravné
modifikovan, nedokaze spustit expresi proteinu p2l1, ktery je
zodpovédny za zastaveni bunécného cyklu. Pokud bunika nedokaze
po poskozeni DNA zastavit prichod bunéénym cyklem, mize se toto
poskozeni prenést do dal§i generace bunék. Neschopnost lidskych
embryonalnich KB syntetizovat protein p21 po poskozeni DNA
muze piispivat k nestabilité¢ genomu.

Dalsi pficinou genetické nestability lidskych embryonalnich KB
mohou byt poruchy funkce déliciho vieténka. Vyznamnou soucasti
déliciho vfeténka je centrozom. Centrozom je utvar v cytoplazmeé
bunck, ktery ma za ukol organizovat délici vieténka béhem
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bunécného déleni, a proto je zodpovédny za rovhomérné rozdéleni
genetického materidlu. Za normalnich okolnosti ma bunika pfi déleni
centrozomy dva - kazdy v opa¢ném polu buiky. Pokud ma burka
centrozomu vice, dochazi k nerovnomérnému rozdéleni genetického
materidlu (aberantni déleni) a tedy ke genetické nestabilité.

Lidské embryondlni KB maji zvySené procento aberantnich dé¢leni
v kultufe in vitro, které mohou byt potencialni pfi¢inou akumulace
genetickych zmén v genomu.

3) Lidské somatické bufiky nesou na svém povrchu soubor molekul
MHC (major histocompatibility complex). Tyto molekuly jsou u
kazdého c¢loveéka jedinecné. Molekuly MHC, které nejsou organismu
vlastni, jsou rozpoznany imunitnim systémem. Pfi transplantaci
diferencovanych bun¢k z lidskych embryonalnich KB, mize proto
dojit k odmitnuti §t€pu imunitnim systémem pacienta.

4) Pii transplantaci bunék diferencovanych z lidskych embryonalnich
KB musi byt =zaruceno, ze opravdu vSechny builkky jsou
diferencovany do pozadované bunécné linie. Pokud by pii
transplantaci ztstala urcita ¢ast populace bun¢k nediferencovana,
mohlo by dojit ke tvorbé nadoru (teratomu).

Pro bezpecné pouziti lidskych embryonalnich KB v buné&cné terapii
musi byt vSechny tyto nedostatky eliminovany.

Vice informaci: Barta T. et al. 2010: Aktualni vyzkum kmenovych
buné¢k: ze zkumavky Kk terapeutickému vyuziti.
ISBN 978-80-7305-097-9,
elektronicky dostupné na http://cit.vfu.cz/fyziolmed
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Terapeutické vyuziti kmenovych bunék ve

veterindarni mediciné
Jaroslav Doubek, Eva Matalovd

Terapeutické vyuziti kmenovych bun€k je zalozeno na jejich
identifikaci v misté puvodu (niche), objasnéni signalnich drah, které
fidi jejich uplatnéni v regeneraci tkani a vyuziti téchto poznatku.
Nejlépe charakterizovana populace somatickych kmenovych bunék
jsou krvetvorné kmenové buiky (Kaufman et al. 2009). U ¢lovéka se
staly bézné pouzivanou soucasti terapii hematologickych nadorovych
(leukemickych) onemocnéni a regenerace Kkostni dfen¢ po
chemoterapii. Tento postup ma vsak ve veterinarni mediciné dosud
malé uplatnéni vzhledem k minimalnimu vyuziti myeloablativni
chemoterapie (s nasledkem zniCeni kostni dien€) s naslednou
obnovou bunéénych krevnich elementti u zvirat, a to z finan¢nich i
jinych divodi.

Mnohem c¢astéji vyuzivanou skupinou bunék pro veterinarni terapie
jsou mezenchymové kmenové buniky (MSC), které také pochazeji z
kostni dfené, a to i z nehematopoetickych oblasti.

Tyto buiikky mohou diferencovat napf. do chondrocytil, osteoblastd,
svalovych buné¢k, adipocyti a zfejm&é mohou i transdiferencovat
(,,pfeprogramovat‘) do bunék endodermalniho a
neuroendodermalniho ptivodu. MSC terapie vyuzivaji bud’ piimé
aplikace zakoncentrovanych bunék z aspiratu kostni dfené, piipadné
se expanduji v bunééné kulture a nasledné aplikuyji.

U psiho srdce bylo ukéazéno, Ze aplikace téchto bunék vedla k
podpofte reparace mechanické funkce srdce a dokonce lIze z téchto
bun¢k derivovat buniky s pacemakerovou aktivitou. lzolace a
charakterizace mezenchymovych kmenovych bun¢k odvozenych z
kostni diené probihaji zejména u koni a psli. Ve veterindrni medicing
jsou aplikovany také mezenchymové kmenové buinky odvozené z
tukové tkdn€. Z tkdn€ jsou izolovany kmenové buiiky a poté vraceny
do téla pacienta, a to zejména za ucelem podplrné terapie chronické
osteoartritidy,  traumatickych ~a  degenerativnich  kloubnich
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onemocnéni u pst. U psu byla dokonce prokazana schopnost téchto
bunék podilet se na 1é¢ebném efektu pii poskozeni michy.

Dtlezitou oblasti vyuziti mezenchymovych kmenovych bunék ve
veterinarni mediciné jsou terapie poskozeni Slach, vazi, kloubd a
kosti. U zvitat s chirurgicky nebo kolagenazou vyvolanych 1¢ézi Slach
byly potvrzeny pozitivni efekty v kultufe expandovanych MSC z
kostni dfen¢ na organizaci, sloZeni a mechanické vlastnosti tkané,
vyrazny pozitivni efekt byl zaznamenan u koni s tendinitidou. Pilotni
studie ukazuji pfi terapiich tendinitidy také na moznost vyuziti bun¢k
ziskanych z tukové tkané. Ty byly testovany 1 pfi terapiich
osteoartritid a poSkozeni chrupavek, urcité zlepSeni bylo popsano u
pst, u koni vSak neprokazaly zadny signifikantni léebny efekt.
Lepsich vysledkd bylo dosazeno pii pouziti bunék kostni dfené
expandovanych v kultute, kdy doslo ke sniZeni synovialni efuze a
hladiny prostaglandinti (PGE2). Nebyly ale nalezeny zadné zmény v
klinickych parametrech, ani v histologii chrupavky a slozeni
synovialni tekutiny. Hladiny PGE2 potvrdily imunomodula¢ni efekt
kmenovych bunék. Kapacita téchto bunék pfi regeneraci chrupavek
byla demonstrovana i u dalSich druhii zvifat - ovce, kozy, kralika a
potkana. Efektivni bylo v obdobnych ptipadech také pouziti
koncentratu kmenovych bun¢k kostni dfené, souhrnné prukazné
vysledky vSak stale chybéji. DalSim smérem vyzkumu je vyuziti
mezenchymovych bunék pii regeneraci kosti po frakturach.

Kmenové buiiky odvozené z kostni diené se ukazaly jako novy
nastroj také v 1écbé onemocnéni oka, jako je ulcerativni keratitida u
koni. Kmenové buiiky se zde uplatiuji pii redukci destrukce
rohovky, udrzbé jeji struktury a eliminaci bolesti a mohou byt
vyuzity v kombinaci s chirurgickymi postupy. O vyuziti genovych a
bunéénych terapii se uvazuje i v 16cbeé glaukom1.

Embryonélni kmenové buiiky a od nich odvozené linie jsou nejlépe
popsany u mysi, ¢loveéka, a také neékterych primati, tyto technologie
vSak zatim nebyly vyuZity u zdjmovych a hospodarskych zvifat.
Dosud byly ziskany kmenové buiiky z blastocysty kocek a koni,
izolovéany byly také u psa, kon¢, skotu, ovci, prasat, ale také kralikd,
kutat a norkd.
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Prestoze etické aspekty vyuziti kmenovych bunck u zvitat nejsou tak
kontroverzni jako u c¢loveka, také veterinarni medicina testuje
moznosti pouziti indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék
(iPS). Jejich velkou vyhodou je totiz pluripotentni kapacita a
imunologicka kompatibilita. Ziskani iPS je zalozeno na
technologiich transdiferenciace jiz diferencovanych bunék do bunék
kmenovych. Derivace iPS se provad¢ji u fady zivocisSnych druha, od
potkanti, ptes prasata, az k primatim. Z iPS bunégk jiz byly ziskany
kardiomyocyty, bunky produkujici inzulin, neurony, hepatocyty i
fotoreceptory a dosavadni vysledky ukazuji jejich potencial i pro
veterinarni uziti. Indukované kmenové bunky odstranuji obtize s
protokoly in vitro fertilizace a maturace, stejn¢ jako nizS§iho poctu
blastocyst u nékterych zvifat a mohly by byt zakladem
individualizované terapie. K tomu sméfuje 1 jejich dalsi vyuziti, a to
pro farmakologické testovani.

Uspéchy se objevuji i v dalsich oblastech veterinarni mediciny.
Aktivace kmenovych bunék v dospélém srdci pst byla vyuzita pro
rekonstituci ¢asti myokardu a jeho kontraktilni kapacity. 1zolace, in
vitro expanze, charakterizace a vyuziti kmenovych bunék pfi
srdeCnich selhanich je jednim z aktudlnich smérii bunécné terapie.
Dalsi vyzkum probiha na poli 1é€by koni postizenych chronickou
obstrukéni pulmonalni nemoci, psii a ko¢ek s onemocnénimi srdce,
jater, ledvin, neurologickymi onemocnénimi a imunitnimi
chorobami. Aplikace kmenovych bun¢k se tyka také dalSich oblasti,
napf. veterinarni reprodukéni mediciny, zejména transplantaci
spermatogonnich kmenovych bun€k nebo produkéni mediciny.

Vice informaci: Veterinatstvi 4/2012, s. 220-224 (Matalova E.,
Doubek J. 2012: Kmenové buiiky a veterinarni medicina)
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MENDELTANUM - ATRAKTIVNI SVET
GENETIKY

Hlavni cile projektu: Vyuziti genia loci spojeného s vyznamnou
svétovou osobnosti jithomoravského regionu pro popularizaci a
propagaci VaV v oblasti genetiky a molekularni biologie.

1) Zptistupnéni problematiky védy a vyzkumu v oblasti genetiky a
molekularni biologie studentiim, zdjemctim o ¢innost ve VaV i Siroké
vefejnosti,

2) vytvoteni vhodného prostiedi pro atraktivni popularizaci védy se
zachovanim odborné urovné pro motivaci potencidlnich zajemct o
éinnost ve VaV,

3) vytvotfeni podminek pro spolupraci vyzkumnych a vzdélavacich
instituci pro posileni zdjmu o ¢innost ve VaV v oblasti genetiky a
molekularni biologie (prioritni obor DZSV), a to v nékolika smérech:
I) vertikalni integrace: od historicko-védniho zakladu po aktudlni
vysledky védy a vyzkumu, rozvoj védeckého odkazu brnénské
osobnosti J. G. Mendela v souvislosti se sou¢asnymi poznatky

II) horizontalni integrace: vytvofeni prostiedi pro mnohostranné
aktivity od seminait aZ po rozsahlé popularizacni akce s praktickymi
prvky, propojeni teorie s praxi kazdodenniho zivota (témata Sirokého
spolecenského zajmu)

IIT) interaktivita: pfimé zapojeni z4jemcii do védy (3D cesta butikou
ve sméru exprese genl) a vyzkumu (genetickd a molekularni
laboratof)

IV) interdisciplinarita: seznameni s nejaktudlngjSimi vysledky
vyzkumu na urovni Nobelovych cen a jejich rozsdhlym vyznamem v
fad¢ oblasti VaV a praxe (i pro kazdodenni zivot),

V) internacionalizace: pfipomenuti postaveni Brna na védecké a
kulturni mapé Evropy a svéta, zdiraznéni piinosu ceské védy a
predstaveni vyznamnych osobnosti VaV v Brné i celé CR.

O realizaci projektu bylo informovano také na Mendel Forum 2012
(sbornik ISBN 978-80-7305-622-3)
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Realizace projektu: Projekt byl zahajen 1. 1. 2012 a bude ukoncen
do 31. 10. 2014. Zékladni stavebni kadmen byl polozen pfi
slavnostnim aktu dne 26. 9. 2012.
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Aktualné stavba uspesné pokracuje a probiha vybérové fizeni na
realizaci vnitfnich expozic.

Aktualni info na: www.mendelianum.cz
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Round table discussion
Mendelianum - atraktivni svét genetiky

Odborny tym projektu Mendelianum-atraktivni svét genetiky
(CZ.1.05/3.2.00/09.0180).

Zakladni tym:

Prof. RNDr. Eva Matalova, Ph.D. (autor projektu, odborny
garant), UZFG AV CR, v.v.i., VFU Brno

PhDr. Anna Matalova (ideovy namét projektu, odborny
konzultant projektu), Mendelianum MZM, Brno

PhDr. Jiti Sekerak, Ph.D. (garant expozic), Mendelianum MZM,
Brno

Externi odborni spolupracovnici (konzultanti) — brnénska pracoviste:

RNDr. Lenka Dubska, Ph.D., MOU Brno

Doc. MVDr. Ales Hampl, CSc., LF MU Brno

Prof. RNDr. et MVDr. Petr Horin, CSc., VFU Brno

Prof. RNDr. Milo§ Macholan, CSc., UZFG AV CR, v.v.i. Brno
Doc. RNDr. Omar Sery, Ph.D, PiF MU Brno

Prof. RNDr. Jan Smarda, CSc., PiF MU Brno

Doc. Ing. Tomas Urban, Ph.D., MENDELu Brno

Odborny tym — zahrani¢ni pracovisté (Advisory Board):

Prof. Jan Klein, Pensylvania State University, USA (chair)
Prof. Robert C. Karn, University of Arizona, USA

Dr. Hervé Lesot, University of Strasbourg, France

Dr. Dinko Mintchev, Academy of Sciences, Bulgaria
Prof. Paul T. Sharpe, King’s College London, UK

Prof. Valery N. Soyfer, George Mason University, USA

~
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EVROPSKY FOND PRO REGIONALNI ROZVOJ OP V§zkum a v§voj
INVESTICE DO VASI BUDOUCNOSTI pro Inovace
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MENDELIANUM - profil

Mendelianum Moravského zemského muzea jako prvni muzeum
na svét¢ zafadilo do svého vyzkumného programu genetiku.
Mendelianum provadi historickovédni vyzkum Mendelova zivota a
dila kontinualn¢ od roku 1962. Archiv Mendeliana uchovava
doklady k Mendelové biografii i védeckému kontextu jeho objevu,
které shroméazd'uji mendelovsti badatelé od zacatku 20. stoleti.
Mendelianum vydava jediny specializovany historickovédni Casopis
s vysledky vyzkumu Mendelova Zivota a dila a vzniku a vyvoje
genetiky s ptispévky od naSich i zahrani¢nich spolupracovnikti —
Folia Mendeliana. V programu Mendeliana je pofadani vystav a
zajistovani lektorské ¢innosti pro ucely skolni vyuky. Konference
Mendel Forum jsou potadany Mendelianem Moravského zemského
muzea od roku 1992 a vytvareji prostor pro setkani védct, uciteld,
studenttl i1 Siroké vefejnosti. Hlavnim cilem je sezndmeni tcastnikii
s aktualnim védeckym a kulturnim odkazem J. G. Mendela, na ktery
navazuje souCasny vyzkum v genetice a molekularni biologii a
nasledné aplikace v fad€ oblasti od Slechténi pfes diagnostiku az
k biomediciné. Mendelianum organizuje akce Odpoledne s DNA
s dirazem na hands-on experience v oblasti molekularni biologie a
genetiky. Mendelianum pro vefejnost dale od roku 1992 organizuje
Mendel Lecture, kterda je pfilezitosti pro vyznamné védce
K prezentaci jejich odborné prace vramci pievzeti Mendelovy
pamétni medaile Moravského muzea. Podle stanov Hospodaiské
spoleCnosti a Pfirodozkumného spolku mély zistat doklady
z ¢innosti obou instituci v zemském muzeu a zemské knihovné, které
se k Mendelovu odkazu legitimné hlasi. Mendelianum aktivné
podporuje nadaci Mendelova rodného domu. Poskytuje informaéni
sluZzbu studentiim 1 zdjemcim z fad Siroké vefejnosti, z niZ vétSina
probiha elektronicky, ale také vypUjéni sluzbou v archivu a
knihovn¢. Mendelianum nabizi vzdélavaci kvizy a soutéze. Od 1. 1.
2012 realizuje Mendelianum projekt navs§tévnického centra:
Mendelianum-atraktivni svét genetiky

(VaVpl CZ.1.05/3.2.00/09.0180), www.mendelianum.cz.
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Mendelovy otisky v Moravském zemském muzeu
Anna Matalova

Malokdo vi, ze Moravské zemské muzeum jako jedina védecka
instituce kontinualné navazuje na Mendeluv pfirodovédny vyzkum.
Studium hybridii rostlin probihalo vramci vyzkumného a
dokumentaéni programu Hospodaiské spolecnosti a jejiho zemského
(tehdy FrantiSkova) muzea, které zalozila vroce 1817. V
celosvétovém méfitku nalezi Hospodaiské spolecnosti dilezité
prvenstvi. Clenové Hospodaiské spoleénosti, kterd muzeum ziidila
Vv Biskupském dvofe, jako jedini na svét¢ oceinovali Mendeliv
vyzkum s hybridy hrachu uz za jeho zivota a v Mendelové nekrologu
ho oznacili jako epochalni. Svétova véda k tomuto poznani dospéla
az o 35 let pozdéji.

Po organizacnich zménéch ve starobrnénském klastete po roce 1995
Mendelianum MZM neuspélo s prodlouzenim najemni smlouvy a po
Ctyficeti letech své pusobist¢ vroce 2000 vyklidilo. Jeho cCinnost
v klastete byla fundamentalni nejen pro genetiku u nds, ale v celém
bloku prosovétsky orientovanych zemi. Podilelo se zasadnim
zpliisobem na rehabilitaci Mendelovy prace v Sedesatych letech a na
rehabilitaci Mendelovy osobnosti v devadesatych letech. V soucasné
dobé se Mendelianum vratilo do Moravského zemského muzea do
puvodnich prostor védecké Hospodarské spolecnosti. Na jeji pudé
Mendel Cerpal inspiraci pro svou objevitelskou praci s hybridy
hrachu. Osobnosti, které Mendela odborné ovlivnily, jsou vefejnosti
predstavovany Vramci projektu Mendelianum — atraktivni svét
genetiky. Z mobiliafe MZM se pro restauraci vycleiuje nabytek
Z doby Mendelovy odborné a funkcionafské ¢innosti v Hospodaiské
spolecnosti, které¢ nesou otisk Mendela jako védce. Po zrestaurovani
bude nabytek vracen na své pivodni misto do zasedaci mistnosti, ve
které Mendel casto predsedal schiizim hlavniho vyboru ucené
moravské spolecnosti. V Mendelové duchu se zde studenti seznami s
aktudlnim genetickym vyzkumem, jak probihd v soucasnych
laboratoftich.
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Mendelovo brnénské védecké kolegium
Anna Matalova

V loiiském roce se Mendelianum Moravského zemského muzea
zaméfilo na uvedeni Mendela do ulic historického centra mésta Brna.
Turistické informacni centrum navazalo na prochazky Mendelovym
Brnem, které provadélo Mendelianum od roku 1992. Zdaftila
komentovand podzimni prochazka byla ukoncena besedou a
promitanim filmu CT o Mendelovi jako trvalé vyzvé v Moravském
zemském muzeu. Ugastnici prochazky méli moznost diskutovat o
slozitém pronikani Mendelova objevu do hlavniho proudu svétové
védy. TIC chce vtomto uspéSném projektu komentovanych
prohlidek pokracovat, takze se zajemci a studenti mohou tésit, Ze se
mohou seznamit s Mendelem zivou formou a diskutovat piimo
s odborniky Mendeliana.

Po prezentaci mist spojenych s ¢innosti Johanna Gregora Mendela
piedstavi Mendelianum v leto$nim roce osobnosti, se kterymi byl
Mendel v ptimém styku a které mohly mit na n€ho vliv z hlediska
védeckého vyzkumu. Kazdy meésic predstavime jednu osobnost
Z Mendelova okruhu, ktera s nim byla v pracovnim styku. Zacali
jsme profesorem FrantiSkem Dieblem, od kterého Mendel ziskal
vysvédceni z oboru zemédé€lstvi, ovocndistvi a vinaistvi. Dieblovo
vysvédCeni z téchto oborti bylo pro Mendela dualezitou kvalifikaci
pro jeho ucitelskou drahu 1 odbornou cinnost v Hospodaiské
spolec¢nosti. Dal§i postavou z Mendelova kruhu je Alexander
Zawadski, ktery pfijimal Mendela do pfirodovédné sekce
Hospodarské spolecnosti, byl vyznamny fyzik, botanik a Mendelav
kolega z realky.

V prostiedi Hospodaiské spolecnosti mé&l Mendel informace o
vyzkumu hybridd rostlin od Slechtitele Jana Tvrdého, Hanse
Molische a sekretaie spolku Gustava Niessla, ktefi tuto problematiku
sledovali, pfinaSeli zivé exemplafe hybrid na pfednaskové schiize a
publikovali vysledky svych vyzkumii v odborné literatuie. Studiem
variability a selekce v duchu Darwina se zabyval Mendeltv ptitel
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Matou§ Klacel, ktery odkazal svou klasterni pokusnou zahradku
Mendelovi. Mendeltiv spolubratr Tomas Bratranek ve svych tivahach
o estetice rostlin rozvijel myslenky o vyvoji pfirody jako zivého
organismu v silovém pojeti némecké naturfilozofie. Od Pavla
Olexika Mendel pievzal meteorologickd pozorovani i nékteré
meteorologické  pfistroje.  Alexander = Makowsky,  profesor
piirodovédy na Technickém uceni v Brn¢, referoval v brnénském
tisku o Mendelové prednasce v roce 1865 a diky nému dnes vime,
jak byla Mendelova sdéleni o jeho objevu pfijata. V Hospodaiské
spolecnosti  Mendel spolupracoval se vcéelafem FrantiSkem
Zivanskym, ktery spravné predpokladal, Ze Mendel se svymi
hybridiza¢nimi pokusy u v¢el nemohl uspét. A. Tomasek referoval o
Mendelovych aklimatizac¢nich pokusech se véelou Trigona lineata
v némeckych a ruskych odbornych cCasopisech. Na§ brnénsky okruh
Mendelovych kolegti z védeckého prostfedi uzavie J. Liznar,
profesor  meteorologie, ktery  Mendela navStévoval  ve
starobrnénském klaStefe a zvefejnil Mendelova méfeni o stavu
spodni vody v klasterni studni.

Jednotlivé osobnosti a jejich vztah k Mendelovi daji nahlédnout do
ucené¢ Hospodarské spolecnosti, kterd je v Ottoveé slovniku nau¢ném
oznacovana jako moravskd védecka akademie, ktera podporovala
veédu, vyzkum a vzdélanost.

Aktualizované informace jsou dostupné na strankéach
www.mendelianum.cz

Gitel 2 vi

V roce 2013 pfedstavujeme osobnosti, se kterymi J. G. Mendel spolupracoval ve védecké oblasti. (vice
informaci)

| Leden s Frantiékem Disblem (1770-1859), profesorem a uznavanym odbornikem v oblasti
zemédéiskych véd.

- Unor s kam (1798- 1366], Ztofesorem fyziky, ktery oficidiné jmenoval
Mendela do prirodovédné sekce Hospod: spoleénosti.

| Blezen s ym, vyznamnym brnénskym hybridizatorem okrasnych rostiin, ktery po
svém nm%omovi Jednu z novych fuchsii.

D Duben s Alhmmn:gmnsxg(nas-nsw, i kustod dneniho
zemského muzea a testny dlen Prirodozkumného spolku v Bmé, ktery spoluzakiadal J. G.
Mendel.
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Ohlédnuti za jubilejni konferenci
Mendel Forum 2012

Jubilejni konference Mendel Forum se konala u pfilezitosti 190.
vyro¢i narozeni JGM a probéhla dne 25. cervna 2012
V Dietrichsteinském paldci na Zelném trhu v Brné. Konferenci
tradicné potfadalo Mendelianum Moravského zemského muzea ve
spolupraci s Ustavem Zivo¢iné fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i. a
Veterinarni a farmaceutickou univerzitou Brno. Setkani pfipomnélo
nejenom Mendelovy narozeniny, ale 1 50 let od udéleni Nobelovy
ceny za fyziologii/medicinu za objev struktury DNA, 50 let od
zahdjeni ¢innosti Mendeliana Moravského zemského muzea Brno
jako vyzkumné instituce zaméfené na zivot a dilo JGM a také 20 let
tradice konferenci Mendel Forum a série prednasek Mendel Lecture.
Konference byla ¢lenéna na dopoledni sekci pod nazvem Mendelova
laboratot v 21. stoleti a navazujici praktickou ¢ast Odpoledne
s DNA. Hlavnimi diskusnimi tématy byly Mendelovy pokusy
v kontextu dneSni védy, souboje v hybridnich zdénach, moZnosti
genovych manipulaci zapinanim a vypindnim gend a v neposledni
fadé¢ geny ve zdravi a nemoci. Dopoledni sekce konference byla
uzaviena pozvankou na prazdninové akce spojené s oslavou 190.
vyro¢i narozeni J. G. Mendela.

Odpoledni ¢ast oteviela moznost piimé ucasti na védecké praci
V laboratofi. Utastnici se piimo zapojili do paraleln& probihajicich
experimentd  realizovanych v laboratotich Ustavu  Zivo&isné
fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i. a Veterinarni a farmaceutické
univerzity Brno. Praktickd cast probihala ve tfech tematickych
smérech tykajicich se prace snukleovymi kyselinami, detekce
aktivnich genli a moznosti ovlivilovani genové exprese in vivo.

Pravé vzhledem kumoznéni hands-on experience byla leto$ni
konference Mendel Forum omezena poctem 100 ucastniki,
registrace byla tradi¢né¢ bezplatna a jeji soucasti byl sbornik
konference vydany pod ISBN 978-80-7305-622-3. Sbornik, stejné
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jako fada dalSich materidli a informaci, je k dispozici také na
strankach www.mendelianum.cz.

Sekce Mendelianum — atraktivni svét genetiky realizovana formou
diskuse u kulatého stolu odborného tymu nového projektu VaVpl

zahajené¢ho v letosSnim roce uzaviela v podveCernim cCase jubilejni
konferenci Mendel Forum.

— 'MENDEL

012
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FOTOSOUTEZ
Mendelovo Brno ve ctyrech rocnich obdobich

Mendelianum Moravského zemského muzea nabidlo v lofiském roce
vystavu Prazdninové toulky Mendelovym Brnem a publikaci
Mendelovo Brno, které seznamily zajemce s fadou znamych i méné
znamych mist spojenych s védeckou, kulturni a dal$i ¢innosti J. G.
Mendela v Brn¢ z pohledu odbornika.

Doplnénim téchto akci je pohled na uvedena mista z pozice Siroké
vetejnosti, kterd jimi denné prochazi. Fotosoutéz je vyzvou (nejen)
pro Briany, aby zachytili Mendelovo Brno v konkrétnim okamziku
moderniho Zivota mésta. Zimni cyklus probéhl od 21. 12. 2012 do
20. 3. 2013, nyni je otevien cyklus Jaro v Mendelové Brné¢.
Otevienym hlasovanim jsou voleny nejlepsi fotografie z kazdého
cyklu, které budou odménény. Vybrané fotografie jsou zvefejnény na
internetovych strankach.

Pro (nejen) fotografickou inspiraci si Mendelianum dovoluje pozvat
na virtudlni prochdzku Mendelovym Brnem, kterd je spolecné
s dalsimi aktualnimi informacemi dostupna na www.mendelianum.cz

Mendelianum zve kcasti jak prispévatele fotografii, tak jejich
hodnotitele.
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Mendel na portrétu E. Miléna

Portrét J. G. Mendela s autorstvim Eduarda Miléna vySel plivodné
v Lidovych novinach ke stému vyro¢i narozeni J. G. Mendela,
V rannim vydéni dne 22. ervna 1922.

Reprodukce kresby ze Zvérolékaiského obzoru (rocnik XCV.,
listopad 1922). Archiv VFU Brno.
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Podékovani firme¢ Elisabeth Pharmacon za podporu vzdélavacich akei
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Urcovani otcovs

Vsadte na jistotu garant
soudnim znalcem a nejg

Navstévujete ¢asto lékafe
antibiotika na mocové inf

Testy klistat
Klisté, které odstranite z
borélie, klistovou encefal

Test okultniho krvaceni
Rakovina tlustého stfeva a konecniku je Castou pfifinou
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Test na celiakii (XELIAC)

Jednoduchy a moderni test, ktery si mlzete provést
sami doma je vhodny pro dospélé i pro déti...

wawtesteeliakie o

Téhotenské testy

Moderni a citlivy téhotensky test ve forme prouzku,
testovani je moZné jiz 3-5 dn( po oplodnéni...

wowelisabeth.c

www.elisabeth.cz tel.: +420 542 213 851
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