Zpréava o ¢innosti Ustavu Zivo&isné fyziologie a genetiky AV CR za rok 2006

1. Védecka Cinnost pracovisté a uplatnéni jejich vysledki

a) Strucna charakteristika védecké Cinnosti pracovisté

V pribéhu roku 2006 se jednotlivé védecké utvary tstavu soustfedily na vyzkum v nasledujicich
oblastech a tématickych okruzich:

- identifikace signalnich drah a gent folikularnich bunék, které reguluji znovuzahajeni meiotického
zrani oocytd a expanzi kumularnich bunék v preovulacnich folikulech savct

- sledovani exprese gend v prubéhu zrani oocytl prasete a v prubéhu preimplantacniho vyvoje embryi
skotu a prasete pomoci hybridizace, RT-PCR a real-time RT-PCR.

- sledovéani biochemickych zmén probihajicich béhem meiotického zrani savéich oocytl a jejich
aktivace na modelu savc¢ich oocytl

- mechanismy regulace meiotického bunécného cyklu a regulace translace

- proteomickd analyza diferenciace nervovych kmenovych bunék a plsobeni inhibitord cyklin-
dependentnich kinaz na nadorové bunky T lymfoblastoidni leukemie

- ve spoluprici s ostatnimi laboratofemi CBTTN byly optimalizovany podminky pro rist
mezenchymovych kmenovych bun€k prasat na nové syntetizovanych hydrogelech

- transplantace mezenchymovych buiiek a kultivovanych chondrocytd spolu s nebunéénym nosi¢em
do mist s poskozenym kloubnim povrchem u prasat

- sledovani interakce fibroblastovych linii na fenotyp kmenovych bunék v priabehu kultivace

- nové metody izolace a obohaceni kmenovych bunék zahrnujicich magnetickou separaci a
centrifugacni elutriaci

- morfologické aspekty embryonalniho vyvoje hlavovych struktur a antagonistické procesy proliferace
a programované bunééné smrti

- sledovani casoprostorového rozlozeni apoptotickych télisek (PCD) a mitotickych bun¢k (proliferace)
v ¢asném vyvoji molaru na modelu hrabose mokiadniho

- analyza kandidatnich molekul uplatiiujici se pii dentalni apoptéze a lokalizace molekul aktivni
kaspazy-3 v apoptotickych buiikach

- vliv delece kaspazy-3 na formovani zubnich zéklad v casné embryogenezi a na tvorbu
mineralizovanych zubli pomoci knock-out mysi na rizném genetickém pozadi

- sledovani nékterych aspektti maturace imunitniho systému u prasec¢iho modelu

- populacni genetika, fylogeografie, fylogenie, cytogenetika a systematika palearktickych
sladkovodnich ryb, obojzivelnikii a modelovych skupin bezobratlych a drobnych savcii za pouziti mt a
nuklearnich DNA znakti pro mol. studie

- cytogenetické vlastnosti hlavnich a 5S ribosomalnich geni cypriniformnich a salmoniformnich ryb,

- modelovani evoluc¢ni dynamiky asexualnich hybridnich komplexd ryb pomoci experimentalniho
pareni a genetické analyzy potomstva

- geneticka a fenotypova proménlivost v pfirodnich populacich drobnych savcl, systematika a
fylogeografie mysovitych hlodavct (Muridae)

- vyzkum hybridni zény u domacich mysi pomoci novych molekularnich markerti

- Casteéna charakterizace genti, hledani polymorfismti, mapovani genti a mapovani QTL u prasete
véetn¢ funkcni genomiky - analyza exprimovanych gent podilejicich se na vyvoji a ristu svali u
prasat

- sledovani a studium protinadorovych aktivit nativnich a konjugovanych ribonukleaz

- genomika poruch vidéni u pst

- biologické 1Uc¢inky antiprogestini v organech intaktnich prepubertalnich a dospélych
gonadektomovanych mysi obou pohlavi

- optimalizace podminek kultivace fetalnich bovinnich bunék MCF-7 pro stanoveni estrogenni a
androgenni aktivity

- metabolismus pektinu, kyseliny fytové a cholesterolu v travicim traktu savci

- anaerobni mikrobiologie piedzaludki prezvykavcu a Cloveéka - fibrolyticky komplex bachorovych
bakterii

- molekularni taxonomie butyrbakterii

- sledovani zmén mikrobialni populace, které mohou vést nebo jsou pfiznakem zanétlivych
onemocnéni event. karcinomu stfeva.

vvvvvv

1) B Sledovani exprese celkem 6 genli u embryi skotu ziskanych s rozdilnou vyvojovou kompetenci,
pomoci real-time RT-PCR byla charakterizovana embrya ziskana z definovanych oocyta.



Zpréava o ¢innosti Ustavu Zivo&isné fyziologie a genetiky AV CR za rok 2006

2) B Byly stanoveny zmény v expresi u 7 vybranych kandidatnich gend pfi proliferaci bunék a
v bunééném cyklu béhem preimplanta¢niho vyvoje skotu.

3) B Byla identifikovana funkce Polo kinazy 4 v ramci odpovédi bunky na poni¢eni DNA zptisobené
etoposidem (inhibitorem topoizomerazy) u somatickych a zarode¢nych bunck.

4) B Pomoci metodiky subtraktivni hybridizace jsme pfipravili knihovny u tii riznych vyvojovych
stadii (4c-MII), (4c-8c), (8c- 4c) a bylo testovano, které znalezenych genii se skutecné rozdilné
exprimuji v jednotlivych stadiich vyvoje.

5) B Byla provedena mikrocipova proteinova a fosfospecificka analyza prasecich a bovinnich oocytt
v pribéhu in vitro meiotického zrani (ve spolupraci s firmou Kinexus, Vancouver, Canada).

6) B Proteomova analyza diferenciace nervovych kmenovych bunék s vyuzitim metody 2-DE
s naslednou hmotnostni spektrometrii identifikovala proteiny, které jsou asociovany s procesem
diferenciace nervovych bungk.

7) C Pomoci nové metody 2-D kapalinové chromatografie s naslednou hmotnostni spektrometrii bylo
stanoveno pusobeni inhibitord cyklin-dependentnich kindz na nadorové bunky T lymfoblastoidni
leukemie a nalezeny markery efektivity plisobeni téchto inhibitort.

8) B Bylo zjisténo, ze v oocytech prasete dochdzi béhem znovuzahajeni meiozy k fosforylaci a
aktivaci PKB, protoze inhibice PKB prokazala, ze aktivni PKB je nezbytna k uspé$nému pribeéhu
meiotického zrani.

9) B Aurora B protein kinazy a fosforylace histonu H3 souvisi s procesem kondenzace chromatinu
be&hem zrani prasecich oocytt .

10) C Pii priabéhu metylace DNA u praseCich embryi produkovanych in vivo vykazuje
pozitivni znaceni pouze samici prvojadro, zatimco sam¢i pronucleus zlistava témef neznacen.

11) B Na modelech malignich a normalnich dlazdicoepitelialnich bun¢k byla ur¢ena exprese galektinti
1, 2, 3 a 7 a exprese galektin-vazebnych mist.

12) C Protinddorové vlastnosti Rnazy A oligomerti konjugovanych s polyetylen glykolem souvisi
s jejich embryotoxickou aktivitou u mysi.

13) B Trojrozmérnd rekonstrukce hrabosiho molaru s vyuzitim frontalnich sériovych ezl a implikace
rozlozeni mitotickych a apoptotickych bun¢k do tohoto modelu umoznila odhaleni odlisného ¢asového
prabéhu apoptdzy v porovnani s mysi.

14) B Rozlozeni Fas receptoru a jeho fyziologického ligandu a odpovidajici smrtici domény FADD
byly korelovany v zubnich zakladech molarii s rozlozenim apoptotickych bunék.

15) Delece kaspazy-3 na formovani zubnich zakladt v ¢asné embryogenezi s vyuzitim knock-out mysi
na rizném genetickém pozadi ukazuje nezbytnost pro pribéh zubni apoptdzy.

16) C Fylogenetickd rekonstrukce pomoci mt DNA u hotfavek rodu Rhodeus z aredlu rozsiteni
v palearktické oblasti ukazala na relativné evolu¢né¢ mladou diferenciaci 5 dolozenych fylogenetickych
linii.

17) B Detailni mt DNA fylogeneticka a fylogeograficka analyza sekavcli podrodu Bicanestrinia
ukazala, ze se jedna celkem o 4 nezavislé, hluboce Stépené evolu¢ni diploidni linie.

18) B Na zékladé analyzy rozsahlého materialu z oblasti z Cech a V Bavorska (> 2000 mysi; > 130
lokalit) ukazuji na vyrazn¢ odlisny charakter pfechodu chromosomu Y pies HZ u nas.

19) B Bylo dokonceno a publikovano studium gentt LMNA (LMNA, LMNBI a LMNB2) souvisejicich
s laminy, proteiny nachazejici se v jaderné lamin€ ovliviyjici strukturu a funkci bunécného jadra.

20) B Deset gent (RPS4X, XIST, POU3F4, NOXI, CENPI, SERPINA7, ACSL, CAPNG6, PAK3 a
HTR2C) bylo mapovano do oblasti SW259-SW1943 prasec¢iho chromosomu X.

21) C Byla popsana ¢astecnd struktura genu FSCN2 u pst zplisobujici progresivni retinalni atrofie u
psu.

22) B Optimalizaci podminek kultivace bunck MCF-7 pro stanoveni estrogenni a androgenni aktivity
byla dosazena dokonalym odstranénim endogennich steroidu.

23) B Byly testovany dva nové hydrofobni derivaty pektinu srovnadnim s G¢inkem dalSich latek
s hypocholesterolemickym ucinkem, s cholestyraminem a psylliem. U ¢ty kment pektinolytickych
bifidobakterii byly identifikovany enzymy a mechanismy S$tépici pektin. 24) BV ramci
taxonomickych studii byly popsany dva nové druhy bakterii: Butyrivibrio hungatei a
Pseudobutyrivibrio xylanivorans a nasledné prefazena fada sbirkovych kment do téchto popsanych
druh.

24) C Byla stanovena bakterialni populace v travicim traktu ¢lovéka u zdravych jedinct, pacientl
s Crohnovou chorobou, celiakii i karcinomem stfeva s cilem obnoveni ptivodni komensalni populace
bakterii u pacientli s chorobami tracniku.
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25) C Potravni doplnky a léCiva zaloZzené na chitinu uzivané ke snizeni resorpce cholesterolu a
mastnych kyselin byly studovany ve vztahu k chitinolytické populaci bakterii u ¢lovéka.

¢) Nejvyznamnéjsi popularizacni aktivity pracovisté

Podil na organizaci série prenasek ,,Mendel Lectures 2005-2006 (napft. ,,Organové explantatové
kultury — nové poznatky a vyuziti v biomediciné*) a udéleni Mendelovy pamétni medaile nositeli
Nobelovy ceny za fyziologii a lékafstvi profesoru Marshallu W. Nirenbergovi 24. 4. 2006 (Dr.
Matalové a prof. Misek). Seminaf organizovany Proteomickou sekci CSBMB ve spolupraci s UZFG
AV CR 26.9. - 27.9. 2006 v Lib&chové s nazvem VYZVY A OTAZKY PROTEOMIKY* aneb Kdyz
se dafi nebo nedafi (Dr. Kovarova). Partnerstvi projektu Evropskych socialnich fondl
CZ.04.1.03/3.2.15.2/0270 - multimedialni prezentace témat z oblasti biologie. Organizace ptrednaSek
prof. Nirenberga pro odborniky, studenty i vefejnost v Brn¢ a Praze (prof. MiSek, Dr. Matalova). Dr.
Matalova ve spolupraci s MZM Brno pfipravila v roce 2006 scénaf vystavy ,,Genetika a vyvoj
Cloveéka®, ktera je soucasti nové oteviené expozice pavilonu Anthropos MZM v Brn€. Doc. Rab je
¢lenem redakéni rady ZIVY. Popularizaéni prednaska , K ¢emu je nam doméci my$?“ prednesena
v ramci cyklu ,,Véda v Brné“ (6.-10.11.2006; Literarni kavarna, doc. Macholan). Pokra¢ovani serialu
0 genetice psu v Casopise Svét psi (4 prispévky Ing. Dostala). 3 medialni porfady (2x Leonardo, 1x
Ceské hlavy CT2).

d) Domaci a zahranicni ocenéni zaméstnancii pracovisté

Zvlastni ocenéni Casopisu Ziva pro J. Fulku, za sérii ¢lanka Klonovani savéiho embrya 1.-3. Prof.
Stratilovi byla udélena medaile G.J. Mendela za zasluhy v biologickych védach a medaile CZU
v Praze u piileZitosti stého vyro¢i CZU.

e) Dalsi specifické informace o pracovisti, zméndch v jeho struktuie a védecké orientaci,
o vysledcich atestaci a o piekaZkdach a problémech v innosti pracovisté atd.

V roce 2006 probéhly na zakladé nafizeni feditele mimotradné atestace védeckych pracovnikii. Tento
krok byl iniciovan sniZzenim publikacni produkce ustavu v roce 2005 ve srovnani s uspéSnymi roky
2003 a 2004. Ukazalo se, Ze feditelem navrzena tvrdsi motivacni kritéria produktivity védecké prace
od pocatku roku 2006 pfinesla pfiznivé vysledky predev§im v témét 100% nartistu kumulovaného
impaktniho zisku na konci roku ve srovnani s rokem 2005. V roce 2006 se uspéSné¢ zatradil po
dlouhodobém navratu z USA do védeckého vyzkumu ustavu doc. MUDr. David Sedmera, PhD.,
stipendista fellowshipu J.E.Purkyné, vedouci Laboratofe kardiovaskularni morfogeneze. Vzhledem k
obtizim s piipadnym rozsitenim jeho laboratofe v podminkach pavilonu S v kréském arealu AV CR, v
diisledku zamitnuti varianty stavby budovy pro minoritni ustavy (UZFG, UEB, UIACH), byl prozatim
nucen piesunout vyznamnou ¢ast svych badatelskych aktivit na 1.LF UK. V roce 2006 byl ve svétle
ptichazejici generacni vymeény osvédcenych védeckych pracovnikl kladen diraz na praci s mladymi, a
to predevSsim v lokalité¢ Libéchova a Prahy. V této souvislosti byly na diplomanty a doktorandy
aplikovany obdobné naroky, jak je tomu v souc¢asné dobé na vysokych skolach. V priubéhu roku 2006
probihala jednani a aktivity spojené s aplikaci 2 projektt v ramci VaVal evropskych strukturdlnich
fondii. Prvni projekt je zapojen do projektu CEITEC v brnénské primyslové aglomeraci (ndzev dil¢iho
projektu je Integrované centrum vedy a vyzkumu), druhy samostatny projekt pro libéchovskou cast
ustavu je nazvan Evropské centrum pro pokrocilé experimentdlni studie na Zivocisnych modelech.
Brnénsky projekt je zaloZzen na spojeni badatelskych aktivit nékolika ustavii AV CR s vytvofenim
$pi¢kovych pracovist a laboratofi v jedné budové na pozemku ve vlastnictvi AV CR. V disledku
pon¢kud nesourodého vystupovani ucastnikit CEITEC se oproti piivodné planované vizi v soucasné
dobé zd4, ze pracovisté AV CR neziskaji zadné prostiedky na vystavbu budov na lokalitich ve
vlastnictvi AV CR (areal BFU a Veveii ul v Brng), nybrz se bude stavét jen na pozemcich MU Brno.
Dale lze konstatovat, ze v pribéhu roku se ukazalo jako velmi efektivni vytvofeni spole¢né
proteomické laboratofe nejen v Praze (s MBU a dal§imi Gstavy), nybrz i v Brné (s UIACH). Obg
spole¢na pracovisté dosahla prozatim pozoruhodnych ptvodnich vysledkd, které byly publikovany jak
formou pisemnou v impaktovanych ¢asopisech, tak i formou ustni na nékolika zvanych ptednaskach v
zahraniéi. Ustav v pribéhu roku 2006 jasné potvrdil svoji orientaci do oblasti biomediciny s profilaci
pfedev§im na témata vyuzitelnd jak v zakladnim vyzkumu, tak pfipadn€ i v klinické praxi. V roce
2006 byl dale zvySovan tlak na tmérné¢ vysoké pedagogické aktivity védeckych pracovniki a jejich
etablovani do rGznych univerzitnich struktur (védecké rady, oborové rady apod.). Rozsifila se
spoluprace se zahrani¢im a v tomto trendu budeme pokradovat i nadale. Ustav rovnéz pokradoval v
postupném omlazovani pracovniho kolektivu a produkci védeckych vysledki zaméfenych na moznost
uplatnéni v praxi.
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2. Védecka a pedagogicka spoluprace pracovisté s vvsokymi §kolami

vewv s

Problematika dvoustupnové kultivace bovinnich oocytl vyuzivda moznosti pfeneseni nejnovéjsich
technik do podminek klinického pracovisté (s VFU Brno).

Vyuziti kmenovych bunék k 1é€b¢ poranéné ristové ploténky — experimentalni studie (s UVF, Brno).
Procesy maturace imunologického systému prasete (s VFU Brno).

Studium genti (GNAS, ACTC, YWHAQ, POSTN, FBN2, CNN3, SPARC, RNPC2, DCN a EEF1A1)
exprimovanych ve svalech prasat, jejich ¢astecna charakterizace, studium polymorfismu, mapovani a
jejich exprese ve fetalnich a dospélych svalech, jejich klonovani, studium polymorfismu a asociaéni
analyzy (s MZLU Brno).

Funk¢ni a skladebné vlastnosti ribonukleaz (s 1. LF UK, Praha, 3. LF UK, Praha-Motol; Pt F UK).
Syntézy hydrofobnich derivati pektinu (s VSCHT Praha).

Slozeni mikroflory nachazejici se na povrchu kutat z obchodni sit€ a zplsobu oSetfeni za ucelem
snizeni kontaminace nezadoucimi bakteriemi (s UTB Zlin).

b) Nejvyznamnéjsi vysledky cinnosti vyzkumnych center a dalSich spolecnych pracovist’ ustavu AV s
vysokymi Skolami

V UZFG jsou feseny nasledujici Centra: Centrum bunééné terapie a tkatiovych nihrad (CBTTN) a
Centrum pro vyzkum biodiverzity (CVB).

Vramci CBTTN spolupracujeme ptredevsim s Anatomickym ustavem 1. LF UK na programu
epidermalnich kmenovych bun¢k. Byly publikovany 2 spolecné ¢lanky, které vyuzivaji jedine¢ného
srovnani praseCich a lidskych kmenovych bun¢k izolovanych z vlasovych folikulti. Tato pozorovani
byla dale srovnavana s malignimi buitkami epitelialniho pivodu. Vysledky umoziuji urcitd zobecnéni
s ohledem na kmenovou butiku jako mozny vychozi bod pro vznik nadoru.

V ramci CVB byla napt. provedena fylogeneticka rekonstrukce za pouziti mitochondridlnich DNA
znakd u populaci hotavek rodu Rhodeus, drobnych kaprovitych ryb vyznacujicich se zcela
neobvyklym reprodukénim parasitismem, z celého aredlu rozSifeni v palearktické oblasti ukazala na
relativné evolu¢né mladou diferenciaci 5 dolozenych fylogenetickych linii, a tedy recentni distribuci
téchto forem béhem glaciald.

¢) Spoluprace s vysokymi Skolami na uskuteliiovani doktorskych studijnich programii (DSP) a
magisterského a bakaldiského studia

funkce poéet pracovnikti UZFG
Clenové oborovych rad 7
Skolitelé 13
Skolitelé - specialisté 6
Vyuka na VS 14
Clenové komise pro statni zkousky 4

V roce 2006 probihala aktivni spoluprace UZFG s nasledujicimi vysokymi $kolami: P¥F UK Praha,
VFU Brno, VSCHT Praha, PiF, 1. LF, 2.LF, 3. LF UK Praha, LF MU Brno, PfF MU Brno, JU Ceské
Budgjovice, CZU Praha, MZLU Bro a UTB Zlin. Prof. Misek je pfedsedou 2 oborovych rad na VFU
Brmno.

3. Spoluprace pracovisté s dal§imi institucemi a s podnikatelskou sférou

a) Spolecné projekty vyzkumu a vyvoje podpoiené z veiejnych prostiedkii

Optimalizace vyvojové potence bovinnich embryi vzniklych v podminkach in vitro s firmou BOVET,
ktera je specializovana na pienos embryi skotu. Zdokonaleni postupti oplozeni in vitro u prasat s
VUZV Uhtinéves. Identifikace genetickych markert ohroZenych druht ryb s AOPK — MZP pro
ochranaiské aktivity. Vycislena distribuce lipolytické aktivity v jednotlivych sekcich traviciho traktu
telat v obdobi mlé&ného vykrmu s VUZV Uhiinéves.

b) Vysledky vyzkumu a vyvoje pro ekonomickou sféru

Genetické analyzy plemennych rodi¢ovskych ryb pro chovatele (6 smluv celkem 310 kapra, 40
pstruhi potocnich, 60 lipanti podhornich) vysledky jsou uzivany pro zafazovani plemennych ryb do
Slechtitelskych a konzervacnich programt Narodniho programu ochrany plemennych zdroji a
Slechtitelského programu SROV.
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Ovéfovani pivodu u pstt podle genetickych znakdi pro potieby chovatelskych kluba CMKU
(Ceskomoravské kynologické unie). Testovani psi a fen plemene briard na pfic¢innou mutaci dédi¢né
choroby (CSNB) ve spolupraci s chovatelskym klubem CMKU.

¢) Nové firmy, které vznikly na zakladé vysledkii ¢innosti ustavu v oblasti aplikovaného vyzkumu
Na zaklad¢ vysledkd Cinnosti ustavu nevznikly zadné firmy v oblasti aplikovaného vyzkumu.

d) Odborné expertizy zpracované v pisemné formé pro statni orgdny a instituce

Dr. J. Kaiika je ¢lenem Ceské komise pro nakladani s GMO pti Ministerstvu Zivotniho prostiedi CR.
Pro tuto komisi vypracoval v roce 2006 celkem 28 riznych odbornych posudki.

Pro MZe CR byla vypracovéna studie ,,Povaha a mechanismus u¢inku antioxidantdi, vyznam ve vyzivé
zvirat a lidi®.

4. Mezinarodni védecka spoluprace pracovisté

a) Piehled mezindrodnich projektii, které pracovisté iesSi v ramci mezindrodnich védeckych
programii

Grant 6. FP EU 514059 - Cloning in Public EU (¢s.garant prof. Motlik), COST B23 - Oral facial
development and regeneration (Cs. garant prof. Misek); grant 6FP EU COOP CT 2004 508421 —
CHITOSANPEROS (&s. garant Ing. Kopeény), UZFG a FBN Dummerstorf, SRN (garant Dr.
H.Torner), 17/96 — ,Study of maturation and activation of bovine oocytes in vitro®, UZFG aFAL
Mariensee, SRN (garant prof H.Niemann), ¢.: 42/01 — ,Cell cycle control in transient
immortalization®, Lékaiska fakulta Rimské university (garant prof. Salustri) - Charakterizace proteint
extracelularni matrix kumularnich buné€k prasete.

vew s

V ramci mezinarodni spoluprace byly zejména dosazeny tyto vysledky: produkce embryi ovci
z oocytll pohlavné nezralych darcii (AR, Krakow, Polsko), analyza vlastnosti nervovych kmenovych
bun¢k (Depart. Biomed. Sci., lowa State University, USA), transplantace lidskych spinalnich
prekurzortt do michy miniprasete (s NeuralStem a Dept. Anesthesiol., UCSD), kalibrace akénich
elektrickych potencidli u miniaturniho prasete po ischemickém poskozeni michy, histologické
zpracovani vzorkd michy (s NU SAV, Slovensko), kaspazové bunééné drahy v apoptdze zubi (s Dept.
Craniofacial Develpt., King’s College, London, UK), molekularné morfologické aspekty proliferace a
apoptozy v odontogenezi (s Univ. Louis Pasteur, Fac. Chirurgie Dent., Strasbourg, France, s Dept.
Neuropathol., Univ. Alabama at Birmingham, USA, s University of Veterinary Medicine, Vienna,
Austria, s Howard Hudges Medical Institute, Yale University, Connecticut, USA), detailni mapovani
useku praseciho chromosomu X , ktery kontroluje ukladani tuku a rtst sval (Univ. Hohenheim,
Neémecko, s Univ. Ghent, Belgie, s INRA, Francie, s USDA ARS, USA), fylogeograficka
rekonstrukce distribucni historie n€¢kolika skupin ryb (s IGB, Berlin, Némecko, s Inst. Zool., RAS, St.
Petersburg, Rusko, Inst. Zool. BAS, Sofia, Bulharsko,s Aristotle Univ., Thessaloniki, Recko)

¢) Akce s mezindrodni ucasti, které pracovisté organizovalo nebo v nich vystupovalo jako
spolupoiadatel

Seminaf o kvalité zivo¢isnych produkti, 26. 1. 2006, Universita v Gentu. Konference s mezinarodni
Gicasti ,,Polysacharidy 11, 10. 11. 2006 (hlavni potadatel VSCHT Praha). V obou piipadech byl pocet
ucastnikt cca 40.

d) Vyéet jmen nejvyznamnéjsich zahranicnich védcii, ktei'i navitivili pracovisté AV CR

Dr. M. Marsala, Univ. San Diego (USA), prof. M. W. Nirenberg, Bethesda, (USA), prof. M. M.
Weismann, NY, (USA), Dr. Dorota Mista, University Wroclaw (Wroclav, Polsko), Dr. P. Ivanova,
Dr. A. Apostolidis, Zoologicky Institut BAV, Sofie, (Bulharsko), Dr. M. Buchtova (Vancouver,
Kanada).

e) Pocet fungujicich meziustavnich dvoustrannych dohod
Sest fungujicich mezitstavnich dvoustrannych dohod.

V Libéchové dne 22.1.2007 Ivan Misek
povéfen vedenim UZFG AV CR, v.v.i.
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Piilohy:

1. Anotace nejvyznamngjsich védeckych vysledka UZFG AV CR
Tabulkova cast

Grantové projekty, které pracovnici ustavu fesili nebo se na jejich feSeni podileli v roce 2006

Call

Vybér publikovanych védeckych praci pracovnikl ustavu v roce 2006
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Piiloha ¢. 1:

Anotace nejvyznamnéjsich védeckych vysledki UZFG AV CR

Vvznam aktivity Aurory B a fosforylace histonu H3 v procesu kondenzace chromosomu béhem
meiotického zrani praseéich oocytu

Béhem meiotického zrani prasecich oocytii byla studovana role enzymu Aurory B protein kinazy a
jejiho substratu histonu H3 v procesu kondenzace chromosomii. Byly sledovany jejich fosforylace,
které jsou znamkou jejich aktivity. Ukdzalo se, ze fosforylace histonu H3 na aminokyselinovém
zbytku serinu 10 (Ser-10) a stejné tak fosforylace Aurory B na threoninu (Thr-232), koreluji s
postupnou kondenzaci chromosomtl, ale fosforylace histonu H3 na Ser 28 ne.

Po osetfeni oocytil inhibitory, bud’ inhibitorem cyklin dependentnich protein kinaz, Butyrolactonu I, ¢i
inhibitorem syntézy proteinti, cykloheximidu, dochazi k zastaveni vyvoje oocyti ve fazi tzv.
zarodeéného vacku, ve které zlstava neporusena jaderna membrana, ale v jadie dochazi k ¢asteéné
kondenzaci chromatinu. Nicméné aktivita Aurora B kinazy stejné tak i fosforylace histonu H3 na Ser-
10 neni v téchto oocytech detekovana. Tyto vysledky ukazuji, Ze aktivita Aurory B protein kinazy a
fosforylace histonu H3 nejsou nutné pro kondenzaci chromosomu v prasecich oocytech, a uplatiuji se
pravdépodobné pti dalsi reorganizaci chromosomid béhem meiozy.

An_importance of Aurora B Activity and Histone H3 Phosphorylation in Chromosome
Condensation During Meiotic Maturation of Porcine Oocytes

The role of the enzyme Aurora B protein kinase and of its substrate histone H3 in the process of
chromosome condensation has been studied during meiotic maturation of pig oocytes. We have shown
that phosphorylation of histone H3 on amino acid serine 10 (Ser-10), but not on serine 28 (Ser-28), as
well as phosphorylation of Aurora B on threonine 232 (Thr-232) highly correlate with chromatin
condensation.

To study the process of chromatin condensation we have also cultured pig oocytes in the presence of
inhibitor of cyclin dependent protein kianses, Butyrolactone I, or in the presence of inhihibitor of
proteosynthesis, cycloheximide. The treatment of oocytes with both inhibitors results in the block of
oocyte maturation in the so called ,,germinal vesicle* stage with an intact nuclear membrane, but with
condensed chromosomes within the nucleus. However, neither phosphorylation and activity of Aurora
B protein kinase, nor phosphorylation of histone H3 on serine 10 has been detected in such treated
oocytes. These results document that neither Aurora B kinase activity nor histone H3 phosphorylation
(Ser-10) are essential for the process of chromatin condensation in maturing pig oocytes; these events
are rather involved in chromatin reorganization in later stages of oocyte maturation.

Jelinkova, L., Kubelka, M. (2006): Neither Aurora kinase B activity nor histone H3 phosphorylation is
essential for chromosome condensation during meiotic maturation of porcine oocytes. Biol.Reprod.,
74:905-912.

Kontaktni osoba: Ing. Lucie Jelinkovad, tel.: 315 639 580, e-mail: jelinkova@iapg.cas.cz
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Figure 2

Obr.: Pomoci imunofluorescencniho barveni byl lokalizovan histon H3 fosforylovany na Ser 10 a Ser
28 behem zrani prasecich oocytii a v oocytech zastavenych po piisobent cykloheximidu v GV-1V fazi.

Chromatin byl barven Hoechstem (sloupce DNA), fosforylovany histon H3 na Ser 10 (2. sloupec) a
Ser 28 (4. sloupec) byl barven pomoci anti-krali¢i sekundarni protilatky Alexa Fluor 594

GV - oocyt na pocatku zrani (hned po izolaci). MI - oocyt v metafazi I. MII - oocyt v metafazi I, CHX
- cykloheximidem osetiené oocyty zablokované v GVIV fazi, v jadre jsou viditelné zkondensovanée
chromosomy

Meévitko 50 um. Tento experiment byl proveden dvakrat vzdy s 10-15 oocyty.

Fig.: Immunofluorescent localization of histone H3 phosphorylated on Ser-10 and Ser-28 during
maturation of pig oocytes and in oocytes blocked in the GVIV stage by cycloheximide. Chromatin was
stained with Hoechst (columns DNA) ; Ser-10 ( 2nd column) and Ser-28 (4th column) phosphorylated
histone H3 were stained with Alexa Fluor 594-labeled anti-rabbit specific antibodies. GV — oocyte at
the beginning of maturation (immediately after isolation). MI- Metaphase I stage. MII - Metaphase 11
stage. CHX - Cycloheximide-treated oocytes blocked in GVIV stage, in which condensed chromosome
bivalents are seen in the nucleoplasm.

Bar = 50 um. This experiment was performed in duplicate, with 10—15 oocytes per experiment.
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Apoptéza v odontogenezi

Bunécna smrt (apoptoza) a proliferace jsou dulezité procesy, které se podileji na vytvareni organovych
zékladi béhem embryonalniho vyvoje. Pochopeni apoptotickych mechanismt uplatitujicich se pii
odontogenezi je v centru zajmu také z divodu moznych cilenych modulaci a klinickych aplikaci
(molekularni stomatologie). 3D rekonstrukce rozlozeni proliferujicich a apoptotickych bunék molaru
hrabose v obdobi rané morfogeneze umoznila srovnat ziskana data se situaci u mysi. Kaspaza-3 je
centralni molekulou apoptotické masinérie. Rozlozeni prokaspazy-3 a aktivni kaspazy-3 bylo
detekovano béhem vyvoje molart. Kaspaza-3, kaspaza-9 a Apaf-1 deficientni fenotypy byly
hodnoceny s vyuzitim knock-out mysi. Z receptorovych molekularnich drah bylo studovano zapojeni
komponent CD 95 receptorové signalni drahy v dentalni apoptoze. Ziskané vysledky vyrazné ptispély
k poznani molekularnich mechanismy dentalni apoptozy, které dosud nebyly znamy.

Apoptosis in odontogenesis

Cell death (apoptosis) and proliferation represent two important processes involved in organ formation
during embryogenesis. Understanding of apoptotic mechanisms involved in odontogenesis is of
particular interest due to possible targeted modulations and future applications in medical treatments
(molecular dentistry). 3D reconstruction of proliferation and apoptosis in the vole during early molar
morphogenesis enabled a comparative study with the mouse. Caspase-3 is the central molecule of
apoptotic machinery. Distribution of procaspase-3 and active caspase-3 was detected during molar
development. Caspase-3, caspase-9 and Apaf-1 deficient phenotypes were investigated using knock-
out mice. CD 95 related signalling molecules were under study as candidate signalling pathways of
dental apoptosis. Achieved results contributed to the knowledge of molecular mechanisms of dental
apoptosis, which have not been understood yet.

o Setkova J, Lesot H, Matalova E, Witter K, Matulova P, Misek I 2006: Proliferation and
apoptosis in early molar morphogenesis — voles as models in odontogenesis. Int J Dev Biol 50:
481-489

e Matalova E, Kovara F, MiSek M 2006: Caspase 3 activation in the primary enamel knot of
developing molar tooth. Physiol Res 55: 183-188

e Matalova E, Sharpe PT, Lakhani SA, Roth KA, Flavell RA, Setkova J, Misek I, Tucker AS
2006: Molar tooth development in caspase-3 deficient mice. Int J Dev Biol 50: 491-497

e Matalova E, Setkova J, Blackburn J, MiSek I, Sharpe PT 2006: CD 95 mediated apoptosis in
embryogenesis: implication in tooth development. Orthodontics and Craniofacial Res, 9: 111-
116 (nema zatim IF, novy ¢asopis)

e Setkova J, Matalova E, Sharpe PT, MiSek I, Tucker AS 2006: Primary enamel knot cell
death in Apaf-1 and caspase-9 deficient mice. Arch Oral Biol 52: 15-19).
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Obr.: Morfologie zubniho zdakladu molaru, detekce apoptozy v primarnim sklovinném uzlu s vyuzitim
techniky TUNEL (Cervené Sipky) a pritkaz negativni proliferace v této oblasti (modré Sipky) s vyuzitim
protilatek proti PCNA.
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Fig.: Molar tooth germ morphology, apoptosis in the primary enamel knot detected using the TUNEL
test (red arrows) and negative proliferation in this region (blue arrows) detected using antibodies
against PCNA.

Kontaktni osoby: prof.- MVDr. Ivan Misek, CSc., tel.: 541 212 292, e-mail: misek@iach.cz; RNDr.
Eva Matalova, PhD., tel.: 532 290 155, e-mail: matalova@iach.cz
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DNA jako kli¢ k rekonstrukci klimatickych zmén

Jednou z nejdiskutovangjSich otazek tykajicich se vlivu klimatickych zmén na zivou ptirodu v Evropé
je jak daleko na severu existovala glacidlni refugia pro druhy mirného pasma béhem posledni doby
ledové. Za pouziti molekularné fylogeografického piistupu jsme analyzovali populace modelového
druhu nornika rudého (Clethrionomys glareolus) ve sttedni Evropé. Nornik je lesni hlodavec, ktery
obyva vétSinu Evropy, a naSe genetickd studie ukazala, Ze izolovana populace tohoto druhu pfezila
nejchladnéjsi obdobi posledni doby ledové (pted 25000-10000 lety) v blizkosti karpatskych pohofi,
tedy mnohem severnéji, nez byla dosud znama stfedomotska refugia vétSiny ostatnich evropskych
druht zivocicht a rostlin. Odhady toku genl zalozené na vypoctech populacné-genetického modelu
ukazaly, ze karpatska refugialni populace nornika slouzila jako vyznamny zdroj postglacialni
kolonizace zalednénich tzemi Evropy. Nase vysledky podporuji vysledky paleontologii a predstavuji
dosud nejjasnéjsi fylogeograficky dikaz pro existenci severniho glacialniho refugia pro lesni druhy v
Evropé¢.

DNA signals of past climate change

There is controversy and uncertainty on how far north there were glacial refugia for temperate species
during the Pleistocene glaciations and in the extent of the contribution of such refugia to present-day
populations. We examined these issues using phylogeographic analysis of a European woodland
mammal, the bank vole (Clethrionomys glareolus). A Bayesian coalescence analysis indicates that a
bank vole population survived the height of the last glaciation in the vicinity of the Carpathians, a
major central European mountain chain well north of the Mediterranean areas typically regarded as
glacial refugia for temperate species. Parameter estimates from the fitted isolation with migration
model show that the divergence of the Carpathian population started at least 22,000 years ago, and it
was likely followed by only negligible immigration from adjacent regions, suggesting the persistence
of bank voles in the Carpathians through the height of the last glaciation. On the contrary, there is
clear evidence for gene flow out of the Carpathians, demonstrating the contribution of the Carpathian
population to the colonization of Europe after the Pleistocene. These findings are consistent with data
from animal and plant fossils recovered in the Carpathians and provide the clearest phylogeographic
evidence to date of a northern glacial refugium for temperate species in Europe.

Kotlik, P., Deffontaine, V., Mascheretti, S., Zima, J., Michaux, J. R., Searle, J. B. (2006): A nothern
glacial refugium for bank voles (Clethrionomys glareolus). PNAS, vol. 103: 14860- 14864

Obr. Nornik rudy predstavuje mimoradné vhodny modelovy organismus pro studium klimatickych
zmeén

.Fig.: Bank voles represent a perfect model species to study past climate change.

Kontaktni osoba: Dr. Petr Kotlik, PhD., tel.: 315 639 545, e-mail: kotlik@iapg.cas.cz
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Priloha é. 2

Tabulkova ¢ast
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Priloha ¢. 3

Grantové projekty,

které pracovnici ustavu ie$i nebo se na jejich reSeni podili v roce 2006

Resitel / Pracovisté Cislo grantového Grantova Nazev projektu
spoluresitel resitele projektu agentura

Misek Ivan UZFG AV CR AV0Z5045051 AV CR  Geneticky, funkéni a vyvojovy potencial

5 vyzkumny zivocisnych bunék, tkani a organismu:
Zamer jejich vyuziti v mediciné, ekologii a
zemédélstvi.

Kubelka UEM AV CR  204/05/H023 GA CR Molekularni biologie diferencujici se

Michal buriky.

Kovéarova UZFG AV CR  204/04/0571 GA CR Proteomové a fosfoproteomova analyza

Hana meiotického déleni oocyt(.

Kubelka UZFG AV CR  524/04/0104 GA CR Charakterizace metabolickych drah

Michal podilejicich se na iniciaci translace
béhem meiotického zrani a béhem
¢asného embryonalniho vyvoje skotu a
prasat.

Cepica UZFG AV CR  523/04/0106 GACR  Molekularné genetické studium

Stanislav variability ukladani tuku u prasat.

Horak UZFG AV CR  524/04/0102 GA CR Studium imunologické odpovédi po

Vratislav devitalizaci nador( u rdznych
zivocisnych modeld.

Prochazka UZFG AV CR  523/04/0574 GA CR Uloha receptort luteinizaéniho hormonu

Radek v mechanizmu zrani oocytt prasat in
Vivo a in vitro.

Misek lvan UZFG AV CR  304/04/0101 GA CR Casoprostorové rozloZeni molekul
vztahujicich se k apoptéze béhem
vyvoje struktur dutiny Ustni.

Kopeény Jan  UZFG AV CR  525/04/0573 GACR  Konjugovana kyselina linolova
produkovana bachorovymi bakteriemi.

Matousek UK, 1. LF 523/04/0755 GA CR Biologicke a protinadorove ucinky

Josef oligomer( pankreatické ribonukleazy A.

Nagyova Eva UZFG AV CR  305/05/960 GA CR Imunodetekce strukturalnich komponent
kumulu-oophoru, nezbytnych pro
Uspésné oplozeni.

Bohlen Jorg  UZFG AV CR  206/05/2556 GACGR  Rekonstrukce fylogenetickych vztah
sekavcovitych a mrenkovitych ryb
(Teleostei: Cobitoidea) na zakladé
molekularnich znaku a role
polyploidizace v evoluci.

Janko Karel UZFG AV CR  206/05/P586 GA CR Evoluéni procesy v sekundarni kontaktni
z6né rodiCovskych druhd asexualniho
komplexu sekavcl (Cobitis).

Fliegerova UZFG AV CR  523/05/2555 GA CR Hloubkova fylogeneze anaerobnich hub.

Katefina

Simlnek Jifi  UZFG AV CR  525/05/2584 GACR  Pusobeni chitinu a chitosanu v tragniku

13

Clovéka.



Zpréava o ¢innosti Ustavu Zivo&isné fyziologie a genetiky AV CR za rok 2006

Kotlik Petr

Slechta
Vlastimil

Kovarova
Hana

Stratil Antonin

Karika Jifi

Rabova Marie

Kubelka
Michal

Motlik Jan

Macholan
Milos

MatousSek
Josef

Kopec¢ny Jan

Bohlen Jorg

Rab Petr

Matalova Eva

Kotlik Petr

Janko Karel

Sediva Alena

UZFG AV CR

UBO AV CR

UEB AV CR

UZFG AV CR

UZFG AV CR
UZFG AV CR

UZFG AV CR

UZFG AV CR

UZFG AV CR

BC AV CR

MBU AV CR

UZFG AV CR

UZFG AV CR

UZFG AV CR

UZFG AV CR

UZFG AV CR

UZFG AV CR

206/05/P032

206/05/2159

301/05/0418

523/06/1302

523/06/1226
206/06/1763

204/06/1297

305/06/1413

206/06/0707

521/06/1149

303/06/0974

A600450508

A6045405

B500450503

B600450507

B600450602

KJB60045060
1

GA CR

GA AV CR

GA AV CR

GA AV CR

GA AV CR

GA AV CR

GA AV CR
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Severni glacialni refugia v Evropé:
fylogeograficka studie nornika rudého
(Clethrionomys glareolus).

Geneticka, popula¢ni a reprodukéni
variabilita invazni ryby, Carassius ,,gibelio*
s alternujicim bisexualné/asexualnim
rozmnozovanim ve stfedni Evropé.

Nové generace inhibitord cyklin-
dependentnich kinas s vyznamnymi
protinddorovymi ucinky.

Analyza exprese a polymorfismu
kandidatnich genti regulujicich vyvoj a riist
svalll prasat.

Genomika preimplantaéniho vyvoje savcu.

Evolu¢ni potencidl asexudlnich organismt
nahliZzeny z druh¢ strany: vliv klonti na
rodic¢ovské druhy.

Zmény ve struktufe chromatinu béhem
meiotického zrani prasecich oocyti ve
vztahu k chromozomalni aneuploidii.

Uloha protein kinizy Aurora-A pi
znovuzahéjeni meidzy oocyti mysi.

Struktura a procesy v mysi hybridni zéné:
integrace genetiky a morfologie.

Molekularni analyza homologt rostlinnych
nukleaz a jejich protinadorovy potencial ve
srovnani s zivo¢isnymi.

Interakce komensalnich a probiotickych
bakterii se stfevni sliznici, studie
v gnotobiologickych modelech.

Fylogenetické vztahy sekavcovitych ryb
(Cobitidae): multidisciplinarni ptistup
vyuzivajici molekularni genetiky,
morfologie a cytogenetiky.

Cytotaxonomie kaprovitych a
sekavcovitych ryb: chromozémova
distribuce 5S rDNA genud a mezidruhova
homologie markerovych chromozému.

Modulace intracelularni kaspazove
masinérie v ¢asné odontogenezi.

Ponto-kaspické glacialni refugium a
pavod moderni sladkovodni bioty:
srovnavaci fylogeograficka studie
kaprovitych ryb.

Studium historické demografie,
speciacnich mechanismu a ekologické
diferenciace antarktickych Selfovych ryb
pomoci multilokusového fylogenetického
pfistupu.

Geneticka Struktura a diferenciacia
populacii druhov Barbatula barbatula a
Cobitis elongatoides: biogeografia
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Horak UZFG AV CR 1AA600450601
Vratislav
Slechta UZFG AV CR S500450513
Vlastimil
Kovarova UZFG AV CR S500450568
Hana
Dostal Jaromir UZFG AV CR  S500450578
Skarda Josef UZFG AV CR S500450557
Kopec¢ny Jan MBU AV CR  S500200572
Rab Petr UBO AV CR VaV-
SM/6/3/05
Slavik Tomas vuzv QG50052
Motlik Jan UK Praha 1M0538
Rab Petr USBE AV CR LC06073
Misek Ivan UZFG AV CR OC B23.001
Kopecny Jan zahraniéni COOP-CT-
2004-508421
Motlik Jan zahraniéni 514059
Kubelka UZFG AV CR RO3-TW00691
Michal

GA AV CR

(,Centrum®)

(-Centrum®)
MSMT-COST

6. RP EU

zahraniéni
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AV CR
cileny
vyzkum

AV CR
cileny
vyzkum
AV CR
cileny
vyzkum

AV CR
cileny
vyzkum
AV CR
cileny
vyzkum

MZP CR

MZe CR
MSMT

MSMT

6. RP EU

rie€neho systému Dunaja.

MUze radiofrekvenéni ablace indukovat
protinadorovou imunitu? -
Experimentalni studie u dvou
zivocisnych nadorovych modeld.

Populaéni a geneticka struktura pstruha
obecného a lipana podhorniho jako
zaklad uspésného rybaiského
obhospodarovani lososovych vod.

Samici pohlavni buriky - regulace jejich
meiotické a vyvojové kompetence a
moznosti jejiho praktického vyuziti.

Populaéni a molekularné geneticka
studia progresivni retinalni atrofie (PRA)
u plemen pst chovanych v CR - metody
analyz a prevence.

Biostanoveni endokrinnich disruptord in
vitro: agonisté a antagonisté estrogent a
androgend.

Vyvoj novych nastrojli pro diagnostiku a
terapii Crohnovy choroby a ulcerosni
kolitidy.

Geneticka diverzita ohrozenych druhu
ryb - nezbytny zaklad efektivni ochrany
biodiverzity.

Reprodukéni biotechnologie u prasat.

Centrum bunécné terapie a tkafiovych
nahrad.

Centrum pro vyzkum biodiverzity.

Oral Facial Development in Eutherians.

New chitosan formulations for the
prevention and treatment of diseases
and dysfunctions of the digestive tract
(Hypercholesterolemia, overweight,
ulcerative colitis and celiac disease
(CHITOSANPEROS)

Cloning in public

Developmental Potency of Cattle
Embryos Originating from Oocytes of
Different Follicular Categories:
Implementation of a Method for Double-
Stranded RNA Interference.
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Priloha ¢. 4

Viédecké a ostatni publikace pracovnikii Ustavu Zivodisné fyziologie a genetiky AV CR
v roce 2006

Primarni publikace

Baran, V., Kovarova, H., Klima, J., Hozak, P., Motlik, J. (2006): Re-localization of nuclear DNA
helicase II during the growth period of bovine oocytes. Histochem Cell Biol,, vol. 125: 155-
164

Barciova, L., Macholan, M. (2006): Morphometric study of two species of wood mice Apodemus
sylvaticus and A. flavicollis (Rodentia: Muridae): traditional and geometric morphometric
approach. Acta Theriol. vol. 51: 15-27

Bohlen, J., Percides, A., Doadrio, 1., Economidis, P. S. (2006): Vicariance, colonization, and fast
local speciation in Asia Minor and the Balkans as revealed from the phylogeny of spined
loaches (Osteichthyes; Cobitidae). Mol Phylogen Evol., vol. 39: 552-561
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