Miada fronta DNES, 13.10.2007, Mysi nas uci, jak funguje clovék
Objevy metod, které umoznuji MENIT GENY MYSI a vytvaret tim mySi modely lidskych
chorob, letos ocenil nobelovsky vybor Nobelovou cenou za fyziologii a medicinu.

Rovnym dilem se o ni letos podéli tfi védci — Mario R. Capecchi, sir Martin J. Evans a Oliver
Smithies za prace z osmdesatych let.

Genové upravené mysi jsou hitem poslednich védeckych let. Jak pracuje organismus
savcl? Jakou roli hraji jednotlivé geny? Jak se projevi, kdyz gen funguje chybné nebo
vubec? Aby ziskali odpovédi na tyto otazky, védci vyfazuji z €innosti jeden gen po druhém, a
tak se dozvidaji, jakou roli jednotlivé geny v téle hraji. V obdobi vyvoje, v dospélosti, v
procesu starnuti, v nemocech vS8eho druhu. Tyto genové knokauty, jak se jim fika, uz
objasnily funkci vice nez desitky tisic gend (to je asi polovina genomu savcu). Védci jiz
vytvorili tfi sta modelt rdzné genové upravenych mysi, na nichz mohou zkoumat lidské
nemoci a jejich genetické pficiny.

Pozménit i vyradit jeden gen z funkce staci, aby my$ kupfikladu nadmérné ztloustla,
vydrZzela mimofradné vytrvale bé&hat, aby se dlouho obeS$la bez spanku, aby se dozZivala
delSiho véku. Védci z rlznych laboratofi svéta jiz vyfazenim jediného genu mysSi rovnéz
docilili, Ze se v jejim organismu netvofil cholesterol, Ze se samovolné likvidovaly Skodlivé
prionové bilkoviny, ze mys oslepla, ze si Iépe pamatovala... A porozumét tomu, jak funguiji
geny u mysi, znamena podstatny krok k porozumeéni funkce gent lidskych.

Pravé za objevy, které dnes védcim a laboratofim na celém svété umoznuji zcela
rutinné vymeénovat, umiéovat neboli knokautovat jednotlivé geny, a tak poznavat jejich funkci
v organismu, letos obdrzela Nobelovu cenu trojice védcu — Brit Martin J. Evans z University
of Cardiff a Ameri¢ané Mario Capecchi z University of Utah a Oliver Smithies z University of
North Carolina.

Lze ménit genom!

Nobelova cena byla udélena vlastné za dva zasadni objevy.

Prvnim byl objev Martina Evanse, Ze lze v laboratofi dlouhodobé& udrzovat linie
embryonalnich kmenovych bunék. Embryonalni kmenové burky jsou zvlastni, univerzalni,
tedy dosud nerozliSené buriky, které se rychle déli, ale maji schopnost se diferencovat, a
dokonce vytvofit cely novy organismus (zatimco jiné bunky téla jiz maji sv(j vyvojovy
potencial ukonceny).

.V té dobé panovalo obecné dogma, Ze neni technicky mozné pfipravit a udrzet linii
embryonalnich kmenovych bunék v kultufe,“ vysvétluje genetik Jifi Forejt z Ustavu
molekularni genetiky AV CR CR, ,a pravé Evans dokazal, ze za urditych podminek to
mozné je.”

Martin Evans studoval plvodné buriky ziskané z karcinomu mySich embryi. V roce
1975 prokazal, ze se tyto buniky po vneseni do mySiho embrya zabudovavaji do tkani
jedince, ktery se pozdéji vyvine v téle nahradni matky. Totéz pak zkusil se zdravymi bufikami
embryi... Evans byl vlastné prvnim védcem, ktery ziskal embryonalni kmenové bunky. Pravé
na né jsou dnes napfeny veliké nadéje lidské mediciny — mohly by totiz byt zdrojem
nahradnich bunék a tkani pro pacienty s pferuSenou michou, Alzheimerovou chorobou, po
infarktu apod.

»=Evansuv objev umoznil védclim ménit genom zivych mySi. Zména jediného genu v
jediné embryonalni kmenové bufce se pozdéji projevi ve vSech buiikach organismu,”
dodava profesor Foreijt.

Evans tak pfinesl védé poznani, jehoz mozZnosti vyuziti v zakladnim vyzkumu, ale i v
Iékafstvi jsou nedozirné. Za své zasluhy o védu jiz byl ostatné ocenén — pfed lety byl
povysen do Slechtického stavu.

Jak vypinat geny



Na tom, Ze dnes uméji védci s tvarnym materidlem — liniemi embryonalnich kmenovych
bunék — pracovat, Ze uméji vypinat geny a v laboratofich pfipravovat mysi populace
.Metuzalému“, maratonc(i, obéznich mysi, mysi se sloni paméti — maji podstatnou zasluhu
jesté dalSi dva védci. Pravé Mario Capecchi a Oliver Smithies pfisli s mysSlenkou, ze proces
tzv. homologni rekombinace (opravny proces, pfi némz se vyméni urcity usek DNA), Ize
vyuzit pfi praci s bufikami savcu. Do té doby byl znamy a pouzivany jen u kvasinek nebo
bakterii.

Capecchi dokazal nahradit v bufikdch funkéni gen za jeho poskozenou kopii a tim
vyfadit ze hry (tzv. genovy ,knock-out®), Smithies zkouSel zase nahradit v burikach
poSkozené cCasti dédi¢cné informace za bezchybné kopie naruseného genu (,knock-in®).
Pozdéji se oba spojili s Evansem a zacali své experimenty provadét na jeho mySich
embryonalnich burikach. Jejich objev se dnes jiZ hojné pouziva na celém svété pro cilenou
upravu uréitého genu. ,Capecchi se Smithiesem pfisli na to, ze je mozné zménit gen v zivé
burice, Ze je mozné z 25 tisic genl vybrat jeden a cilené jej zménit specialnimi selekénimi
metodami, tedy vytvofit celou mys, ktera ma urcity gen umliéeny nebo zménény,“ vysvétluje
genetik Forejt, ,z éehoz pak mohou védci usuzovat, jakou ma funkci.*

Mys je podobna ¢lovéku

Genom mysSi a ¢lovéka ma ledacos spole¢ného. Proto vysledky genetickych manipulaci u
mySi napovédi védclim mnoho o tom, jakou funkci mohou mit obdobné geny i v téle lidském.
S cilenym pozménovanim genl dnes védci uméji vytvaret téméF jakékoli libovolné
modifikace mysiho genomu, coz jim umoznuje objasnit roli téchto jednotlivych genl u
zdravych i nemocnych. Lze tak poznavat pfiCiny nejraznéjSich genetickych chorob. Prvni
myS8i model lidské choroby — cystické fibrozy — ziskal Oliver Smithies. Dnes existuji modely
mysi, které se vyuzivaji ke zkoumani vysokého krevniho tlaku, obezity, procest starnuti,
neurodegenerativnich chorob. V soucasné dobé presahl pocet mySich modell lidskych
dédicnych chorob pét set.

*kk
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1. krok — pozménit gen v embryonalnich kmenovych burikach. Do kultury embryonalnich
kmenovych bunék, které se odeberou z blastocysty, védci vlozi ur€ity ,nahradni“ usek DNA.
V bunce dojde k vyméné plvodniho genu za novy. Pokud chtgji védci dany gen umlcet, DNA
nahrazovany gen znehodnoti. Pak védci vyberou kmenové buriky s poZzadovanou genetickou
ZmeEénou a hnamnozi je.

2. krok - védci pozménéné burnky implantuji do Zivych mySi, ziskaji tak potomstvo s
pozadovanymi vlastnostmi.
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Mlada fronta DNES, 13.10.2007, Na geneticky pozménéné mysSi by uz nestacil
mrakodrap .
EVA BOBURKOVA

Jifi Forejt, Genetik

Nobelovu cenu dostali védci, diky nimz dnes genetici béZné vytvareji mysi modely lidskych
chorob. Dnes jich existuje jiz na pét set. Nyni dokonce vznika ve svété mysi genova banka.
,Pfesnéji banka embryonalnich kmenovych bunék s knokauty vSech mySich genli — a ne
jedna, ale dvé: EUROCOM v Evropé a spole¢na pro USA a Kanadu,” vysvétluje prof. MUDr.
Jifi Forejt, DrSc., ktery se zabyva funkéni genomikou a molekularni genetikou laboratorni
mysi v Ustavu molekularni genetiky AV CR.

* A jak jsou védci daleko?

Uz ¢astecné zname funkce asi deseti tisic genu, u kterych byly udélany knokauty, coz
je necela polovina genomu. Podilely se na tom stovky laboratofi, které umliCovaly gen po
genu — ale pravé kvuli tomu bylo skoro nemozné dostat vSechny takto ziskané mysSi modely
na jedno misto. Nékteré laboratofe si své vysledky na mysSich knokautech pfisné hlidaly, jiné
mysSi poskytovaly jen za tvrdych licencnich podminek, takZze po dlouhych diskusich se
rozhodlo, Ze se cela prace udéla znovu a za urcitych jednotnych pravidel. A Ze za neziskové
ceny budou mysSi banky poskytovat vysledky — mySi knokautované geny — komukoli, kdo o
né pozada.

* TakZe si mUzete zazadat dejme tomu o obézni mySi nebo o herkuly, u nichz geneticka
porucha vede k nadmérnému rastu svali?

Je to tak. Moznosti jsou dvé&. Knokauty se udélaji u embryonalnich kmenovych bunék,
OVEFi se, Ze pFislusné geny jsou umi€eny, a bunky se zamrazi. Neni mozné nékde uchovavat
populace desitek tisic geneticky pozménénych mysi, na to by nestacil mrakodrap. Kdyz
nékdo potfebuje urcity gen, dostane bud burky, z kterych rutinné udéla my$ tak, Ze
embryonalni burky vlozi do ¢asného embrya a s nim do téla nahradni matky, nebo dostane
rovnou mysSi se zménénym genomem.

* Jaké genetické mutace sledujete vy ve své laboratofi?

Ja studuji neplodnost, zajima mne tedy vyvoj pohlavnich bunék. A zde je podobnost
funkce genll u mysi a u ¢lovéka vyznamna.

* Nakolik se Ize spoléhat, ze se geny mysSi a lidi projevuji stejné?

Pochopitelné ne zcela. Napfiklad model mysi s Hungtingtonovou chorobu je velmi
dobry, zna¢né odpovida lidské chorobé, ale existuje i fada dédiénych chorob, kde se my$
chova jinak.

* Pfipravujete i vy knokautované mysi?

Léta jsme se o to snazili, ale nikdy jsme nesehnali dost penéz. Pfed dvaceti lety by
nam nikdo potfebné vybaveni nezaplatil. Dosud prakticky vSichni vyzkumnici v Cesku musi
spolupracovat s nékym ve svété. My pfipravujeme transgeny spolecné s jednou americkou
laboratofi — poSleme DNA, kterou chceme studovat, a oni pro nas pfipravi transgenni mys.
Ted konecné po letech se pfipravuje i u nas centrum pro manipulaci mySiho genomu. Tuto
dllezitou laboratof povede docent Radek Sedlacek, ktery se vraci z Némecka. Je to muj
splnény sen.



* Vy vSak také mate co nabidnout svétu — ve vasi laboratofi pfipravujete zvlastni mysi kmeny
s vyménénymi chromozomy. Co na nich Ize studovat?

Po sedmi letech a sto tisici genetickych testech na 17 tisicich mysi jsme nyni
dokondili velkou praci — pfipravili jsme tzv. konsomické kmeny, zacilené na dédi¢né znaky
komplexniho charakteru. Napfiklad chovani, imunitu, rezistenci k infekcim neovliviiuje jeden
gen, ale cely komplex genl. Ty knokautovat nejde, nebot’ to neni model klasické dédi¢né
variace. Vzali jsme dva kmeny mysi, odliSné v mnoha znacich — jako je tfeba mira agresivity,
odolnost vuci tuberkul6ze, nachylnost k nadordm — a vymeénujeme mezi pfijemci a darci celé
chromozomy. Nyni mame vice nez 29 riznych kmen( a ty se pravé ted zacinaji analyzovat v
Némecku, USA a u nas ve Fyziologickém ustavu.
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) Lidové noviny, 13.10.2007, Vypnuté geny hovori
MEDICINA

Spojenim dvou prulomovych objevll se podafilo vytvofit myS, ktera oteviela netusSené
moznosti ve vyzkumu geneticky podminénych chorob u lidi.

V deviti letech jes$té neumél ani Cist a psat. Pozdéji se ucitelé domnivali, ze nema Sanci
vystudovat stfedni Skolu. Pfesto se Ameri¢an italského plvodu Mario Capecchi tento tyden
dockal Nobelovy ceny za lékafstvi a fyziologii. O prestiZzni ocenéni se rovnym dilem podéli s
Britem Martinem Evansem a Ameri¢anem Oliverem Smithiesem, ktery se narodil na britskych
ostrovech.

Capecchi se za valky uz jako &tyflety musel protloukat sam, protoZe otec odeSel od
rodiny a matka skoncila v koncentracnim tabofe. Tehdy by nikdo nevéfil, Ze se jednou stane
SpiCkovym vyzkumnikem. Za podobné neCekané, dalo by se fici az neuvéfitelné, byly jesté
pred tficeti lety povazovany metody ocenéné v pondéli Nobelovym vyborem.

Capecchi a Smithies koncem 70. letech minulého stoleti nezavisle na sobé zjistovali,
jak vnést geny do dédi¢né informace savcich bunék. Oliver Smithies pouzival na prvni
pohled zna¢né nepfirozeny model. ,Vnasel do savc&ich bunék v tkarfiové kultufe soucasné
dva odliSné fragmenty cizi DNA, které ale mély malou ¢ast totoZznou. Zjistil, Zze je Ize v tomto
useku pomoci metody zvané homologni rekombinace spaijit,“ vysvétluje profesor Jifi Forejt z
Ustavu molekularni genetiky AV CR. Mario Capecchi zatim ,vylep$oval® techniku
homologni rekombinace vyvinutou Richardem Axelem, také nositelem Nobelovy ceny.

Nezbytnosti pro dalSi pokrok Capecchiho a Smithiese se stala prace Martina Evanse.
Tomu se pocatkem 80. let podafilo izolovat embryonalni kmenové bunky mysSi tak, aby je
bylo mozné permanentné udrZovat v tkarnové kultufe.

,KdyZ jsem se dozvédél o Evansové praci, hned jsem mu volal. Domluvil jsem si
navstévu a pred Vanoci jsem u néj i se Zzenou stravil nékolik tydnd,“ popisuje Capecchi v
rozhovoru ze zastupcem Nobelova vyboru zacatek spoluprace. Také Smithiese Evansovy
vysledky zaujaly. Ten mu trochu cenného materialu pfinesl jednoduSe v kapse.

,Vyzkum embryonalnich kmenovych bunék de facto umoznil vyménit genetickou
informaci v raném stadiu embrya,” vysvétluje profesorka Eva Sykova, feditelka ustavu
Experimentalni mediciny AV CR. Udéleni ceny dané trojici védcl proto povazuje za velmi
Stastné spojeni.



Propojeni dvou prilomovych metod odstartovalo do té doby netuSené zasahy do
dédi¢né informace. Capecchi a Smithies ve velkém experimentovali s embryonalnimi
kmenovymi burikami mySi a problematice se zacala vénovat fada dalSich védcu.

Pfed dvaceti lety byly zvefejnény prace, které referovaly o narozeni mysi s cilené
zménénou dédi¢nou informaci. Studium ,knokautovanych® mysi pfineslo cenné informace o
geneticky podminénych chorobach u lidi.

,MysSi model je velice uziteCny. Genomy Clovéka a mysSi jsou podobné.

Znalosti ziskané knokautem by se mohly vyuZit pfi genové terapii, tedy pfi pFfenosu
genetického materidlu do buné&k pacienta,” vysvétluje profesor Josef Syka z Ustavu
experimentalni mediciny AV CR.

Dnes patfi knokautovani ke zcela béznym védeckym postupum. Gen se bud umiéi,
nebo se pozméni jeho funkce. Védci uz u mysi knokautovali asi 11 tisic riznych genu.
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