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Cteni (genomu) na dobrou noc

ZUZANA STORCHOVA

KaZzdy organizmus potfebuje pro to, aby vypadal
a fungoval tak, jak m4, n€jaké pokyny, informaci. Tato
informace je z podstatné ¢asti zapsana v poradi bazi
nukleové kyseliny. Podle genti, tedy konkrétnich tise-
ku nukleové kyseliny, se vytvareji bilkoviny — poradi
bazi je pomoci urcitého kédu, spole¢ného vSem orga-
nizmtim, prevedeno na posloupnost aminokyselin

CGTAGGTAACTGGACCT

GCATCCATTGACCTGGACTAGCCAATATAGCATTAGGCATACGCCG matrice

v bilkoviné. Poradi neboli sekvence bazi také do znac-
né miry charakterizuje vlastnosti jednotlivych oblas-
ti DNA - jinak vypada misto, kde je zahajovana repli-
kace, a jiné sekvence najdeme na koncich chromo-
zomu. Oblast DNA s urcitou typickou sekvenci bazi
také napriklad urcuje, jak silné bude néjaky gen ex-
primovan ¢ili kolik molekul prislusné bilkoviny podle
predpisu toho genu vznikne. Mnozi proto podlehli
dojmu, Ze pravé sekvence genomu organizmu je to
jediné duleZité, co nam o daném organizmu rekne
vSechno. At uZ je toto tvrzeni pravdivé nebo ne, je
jisté, Ze nedavno zahdijené velkoakce slouzici
k zjiStovani poradi bazi v chromozomech rtiznych or-
ganizmu poskytnou védecké komunité mnozZstvi ne-
ocenitelnych informaci a komunité laické fadu vyhod
(moZna i nevyhod) plynoucich z moZnosti vyuziti zis-
kanych znalosti. K nejznaméj$im projekttim patii akce
HUGO, jejimz cilem je zjistit nukleotidovou sekvenci
vSech lidskych chromozomuti. Ob¢as se v novinach
objevi zprava typu Cteni genetického Iédu ¢i Genetic-
ky kéd clovéka rozlustén atp. Lzou vam. Geneticky
kod - ¢ili kéd, podle né&jz se informace zapsané pora-
dim nukleotidi v nukleovych kyselindch prevadi na
informaci zapsanou poradim aminokyselin v bilkoviné
— Clovéka i jakéhokoliv jiného organizmu byl rozlus-
tén pred dobrymi 30 lety. Monstrézni projekt zmirno-
vany v novinach se tyka ,pouze” zjisténi poradi bazi
ve vSech chromozomech ¢lovéka a rady dalSich orga-
nizmt. S genetickym kédem
nema nic spole¢ného.

Cteni chromozomu, ¢ili zjisto-
vani poradi nukleotidta v daném
useku DNA, neni nic jednodu-

primer (17 nukleotidi)

chého. V projektu HUGO (a radé

dalSich) je zapojeno mnoZstvi

ve zkumavce G jsou pokracovaci formy prekurzorii A, C a T a prekurzor G je ve formé stopovaci
i pokracovaci v optimalnim poméru, pokracovaci forma prekurzoru A je radioaktivné znacena

odbornych pracovniku, a presto
jednotlivé projekty trvaji nékolik

pfi enzymatické syntéze nového viakna podle matrice se zafazuji
pFisluéné komplementarni nukleotidy

pokud se nahodou zaradi stopovaci prekurzor, syntéza je ukoncena I

po probéhlé reakci ziskame nasledujici smés molekul: I

CGTAGGTAACTGGACCTGATCGGTTATATCGTAATCCGTATGCGG
CGTAGGTAACTGGACCTGATCGGTTATATCGTAATCCGTATGCG
CGTAGGTAACTGGACCTGATCGGTTATATCGTAATCCGTATG
CGTAGGTAACTGGACCTGATCGGTTATATCGTAATCCG
CGTAGGTAACTGGACCTGATCGGTTATATCG
CGTAGGTAACTGGACCTGATCGG

CGTAGGTAACTGGACCTGATCG

CGTAGGTAACTGGACCTG
GCATCCATTGACCTGGACTAGCCAATATAGCATTAGGCATACGCCG

po elektroforetické analyze na polyakrylamidovém gelu
se molekuly jednotlivych viaken od sebe oddéli

meésicu az let. Metod, které
umoznuji zjistit sekvenci nukleo-
tida v DNA, je nékolik, ale
v posledni dobé€ prevazila jedina.
Jejim autorem je Frederick San-
ger a byl za ni po pravu odmeé-
nén Nobelovou cenou (spolu
s Paulem Bergem a Walterem
Gilbertem, kteri vypracovali

délka vlakna

45 nukleotidu

44 nukleotidy

42 nukleotidy méné pouzivané techniky sek-
38 nukleotidii vencovani). Je neobycejné rafi-
31 nukleotid novana, a presto elegantné jed-

23 nukleotidy
22 nukleotidy
18 nukleotidi
matrice

noducha (ostatné takové je
v molekularni biologii vS§echno).

Co vSechno k sekvencovani
potfebujeme

Sangerova enzymaticka meto-
da zjistovani poradi nukleotidti

v molekule DNA vychazi opét

’ po expozici a vyvolani uvidime nasledujici obrazek |

—— smér putovani —» 4544 42 38 31

pouze a jedin€ z nam dobre
znadmych fyzikalnich a chemic-
kych vlastnosti DNA a z funkci
enzymu, které s DNA zachaze-

START

I ji. Pokud si vzpominate, synté-
zu DNA zahajuje enzym DNA-

tedy: baze G (guanin) je v pfislusném vliakné na 18., 22., 23., 31., 38., 42, 44. a 45. pozici,

v komplementarnim (matricovém) viakné tomu odpovida baze C (cytozin)

polymeraza pouze z primeru,
tedy z kratké molekuly nukleo-

vé kyseliny. Na tento primer

navésSuje nové nukleotidy v po-

l kombinaci véech vysledki zjistime tipIné poradi bazi sekvencované molekuly
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radi od 5" konce k 3" konci, ¢ili na skupinu OH pred-
choziho nukleotidu napoji fosfatovou skupinu nuk-
leotidu dalSiho podle kopirované matrice. K tomu,
aby DNA-polymeréaza mohla pracovat, potrebuje tedy
vhodné prostredi, primer, matricovou DNA a prekur-
zory syntézy, v tomto pripadé deoxyribonukleosid-
trifosfaty (nenechte se vydésit slozitym nazvem —
dulezité je, Ze z tohoto prekurzoru DNA-polymeraza
vSe nepotfebné odstipne a na vznikajici retézec pri-
poji tu spravnou ¢éast). Predstavme si ale, Ze DNA-
polymeraze nabidneme misto prekurzorti, které po
pripojeni pres fosfatovou skupinu ztistanou do pro-
storu tréet volnym koncem OH pripravenym k dalsi-
mu spojovani, néjaké prekurzory jiné, které uz ne-
budou ochotny se s nééim dalSim spojovat. Takovymi
prekurzory s odsStépenou skupinou OH jsou dideoxy-
riobonukleosidtrifosfaty, a ty jsou také tim posled-
nim, co na nové vznikajici fetézec mtiZze DNA poly-
meraza pripojit. Pro dalsi syntézu totiZ chybi ocasek
OH, a tak neni moZné pokracovat.

0=—p—0—CH,

. T

[} H [4 H
0=—=p—0—CH 0==p—0—CH
e K
- H H H H
Ize pokracovat OH H konec H H

Tento experiment je vam nepochybné jasny a stejné
nepochybné asi nechapete, k c¢emu jsou takové tri-
ky dobré. Inu, pro sekvencovani! Vezméme si tisek
DNA, jehoZz poradi bazi chceme znat, a primer, z né&jz
muZeme syntézu nového retézce, komplementarni-
ho k ptivodnimu, zacit. Matricovou DNA (tu, kterou
chceme ¢ist) denaturujeme a v jednoretézcovém sta-
vu smisime s primerem. Primer nasedne na komple-
mentarni misto a pridame-li do smési i DNA-poly-
merazu a vSechny prekurzory, syntéza mtiZe zacit.
To my ovSem neudélame, nebot by nam to bylo k ni-
¢emu. Misto toho takto pripravenou smés rozdélime
do ¢étyr zkumavek, do kazdé z nich pridame polyme-
rdzu a prekurzory, ale pozor! Do kazdé zkumavky
dame vZdy jenom tri spravné prekurzory a 4. pre-
kurzor (pro kazdou zkumavku jiny) pripravime tak,
Ze bude naprt. 90 % toho spravného a 10 % toho, co
se na né&j uz neda nic navésit.

A+stopA A A A
G G+stopG G G
(o] (o C+stopC (o]

T T T T+stopT

Pro¢ bude ¢tvrty prekurzor v reakéni smeési pritomen
v obou formach? Kdybychom uz od zac¢atku pridali
do zkumavky pouze onen stopovaci prekurzor, za-
stavila by se nam vyroba nového vlakna DNA na tom-
to prvnim zarazeném nukleotidu. Pokud vSak pri-
pravime prekurzor ,stopovaci“ a prekurzor ,pokra-
Covaci® ve spravném poméru, zarazuje se stop-pre-
kurzor jenom obcas. A tak vznikaji béhem syntézy
vlakna nejrtizné€jSich délek, ktera vSak vzdy konci

tim prisluSnym ,stopovacim® prekurzorem. Nastavi-
me-li poméry obou typti prekurzort spravné, ziska-

me vlakna v8ech délek vytvorena podle nasi oblibe-
né DNA, jejiZ sekvenci si chceme po vecerech ¢ist.
A protoZe mame 4 zkumavky a v kazdé je jiny sto-
povaci prekurzor, ziskame ve velmi kratké dobé:
A) vSechna mozna razné dlouha vlakna DNA vytvo-
fena z primeru podle ¢asti matricové molekuly,
v nichZ posledni baze je adenin,
G) vSechna moZna rtizné dlouha vldkna DNA vytvo-
fena z primeru podle ¢asti matricové molekuly,
v nichZ posledni baze je guanin,
C) vSechna mozna rtizné dlouha vlakna DNA vytvo-
fena z primeru podle ¢asti matricové molekuly,
v nichZ posledni baze je cytozin a
T) vSechna moZna rtizn€ dlouha vlakna DNA vytvo-
fena z primeru podle ¢asti matricové molekuly,
v nichZ posledni baze je tymin.

Pokud vam to prece jenom neni tiplné jasné, pro-
hlédnéte si diikladné obrazek 1, kde je detailné zpra-
covana situace z pripadu G.

A jdeme cist!

Mame ¢tyri razné reakéni smési a v kazdé z nich je
kromé matricového vldkna spousta novych, razné
dlouhych vléken, a ta vZdy v kazdé zkumavce konci
jednim konkrétnim nukleotidem — bud A, nebo G,
nebo C, nebo T. Délky jednotlivych vlaken ze vSech
smeési se pri sekvencovani lisi o jeden jediny nukleo-
tid! Musime tedy pfipravit takovy systém, abychom
od sebe oddélili i vlakna, ktera se délkou lisi o tento
nejkratsi mozny usek. To lze provést pri specialni
polyakrylamidové elektroforéze (viz Vesmir 77, 372,
1998/7), kde se jednoretézcové molekuly DNA pohy-
buji v mimoradné tenkém gelu od zaporné elektrody
ke kladné a déli se podle své velikosti — nejrychleji
putuje nejmensi molekula, zatimco vlakno dlouhé se
liné batouma gelovymi zédkruty. Na elektroforéze ne-
chame probéhnout nase reak¢ni smeési — kazdou zvlast
— pri napéti obvykle kolem 1500-2000 V. V téchto
podminkach se od sebe oddéli i molekuly, jejichz ve-
likost se 1iSi o jediny nukleotid. Zviditelnéni jednotli-
vych prouzku vSak neni jednoduché. NemtiZeme po-
uzit klasické barveni né€jakou malo citlivou interka-
la¢ni barvi¢kou, jak se to déla pti bézné elektroforéze,
nebot sekvenacni elektroforézu podstupuji jednore-
tézcova vlakna DNA a interkala¢ni barvicka se nema
kam vmezerit (interkalovat). Proto se uz pri syntéze
pouzivaji prekurzory, které jsou radioaktivnhé ozna-
¢eny (k dostatecnému signalu sta¢i pouZit jenom je-
den typ prekurzoru radioaktivné znaceny) a vyzaruji
ionizujici zareni, takZe kazdé vzniklé vlakno a nasled-
né i kazdy prouZek DNA urcité velikosti na gelu ,svi-
ti". Gel se pak po elektroforéze ,jednoduse” placne na
film a kde je na gelu molekula vlakna prislusné dél-
ky, tam vznikne na filmu ¢erny prouzek (obr. 2). Po
vyvolani filmu si pak badatel vezme silnou lampu,
pravitko a zapisovatele, nac¢eZ prouzek po prouzku
odecita jednotlivé baze v molekule. Co na tom, Ze ode-
¢tena sekvence neodpovida puavodni molekule! Zato
¢teme baze k matrici komplementarni — ve dvoure-
tézcové DNA nam staci znat jeden retézec, druhy si
podle zdkona parovani vymyslime sami. Dulezité je,
Ze jsme opé€t pouze s vyuZitim enzymut metabolizmu
nukleovych kyselin a jednoduchych fyzikalné-chemic-
kych vlastnosti DNA ziskali informaci o poradi bazi
v dané molekule. (Pro Stouraly: postup pouZivany
v praxi se malicko lisi od vySe uvedeného, princip vSak
zustava stejny.)

Az budeme mit vSechno prectené ...

Ohromny rozvoj molekularni biologie a genetiky
v poslednich letech vede k ziskavani mimoradného
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mnoZstvi novych poznat-
kt a tim na principu po-
zitivni zpétné vazby umoz-
nuje dalsi zrychleni sebe
sama. Témér kazdy novy
objev totiZz mtiZe byt vyu-
zit k dalSim studiim, kte-
ré prinesou novy objev,
ktery muze byt vyuZit
k novym studiim, které...
Boufrlivy vyvoj molekular-
ni biologie privedl badate-
le do stavu, kdy se i velmi
smeélé plany zdaji byt rea-
lizovatelné. Jednim z nej-
ambici6ézné&jSich progra-
mu je HUGO, mezinarod-
ni program zjisténi tplné
sekvence lidského geno-
mu, k némuzZ se pripojila
rada dil¢ich podprogramt
sekvencovani genomu
mnoha dalSich organizmt
(viz Vesmir 76, 163,
1997/3). Pri feSeni toho-
to tkolu se objevuji pro-
blémy nejen védecké a te-
chnické, ale i spole¢en-
ské, s nimiz si jiZ dnes,
nékolik let pred dokonce-
nim programu, lamou
hlavy pravnici, sociologo-
vé i pojistovaci agenti
(a tém je taky, alesporn za-
tim, prenechame). Naroc-
né technické problémy,
které se pri reSeni tohoto
ukolu vynorily, donutily
badatele zdokonalit meto-
du sekvencovani aZ k hra-
nicim predstavitelnosti.
VySe popsané klasické
rué¢ni sekvencovani je to-
tiZ znacné ¢asové narocné
a muZze je provadét pouze
dovedny molekularni bio-
log. Na jednom gelu je moZné zpravidla analyzovat
6-8 sekvenci dlouhych od 200 do 500 nukleotidt1 —
podle konkrétnich podminek. Lidsky genom obsa-
huje zhruba 5x10° part bazi, a aby byla zjisténa sek-
vence dostatecné hodnovérna, je treba ji spravné pre-
¢ist nejméné dvakrat. V optimalnim pripadé€ by tedy
bylo zapotiebi provést 3,5 milionu gelovych analyz
sekvence. Evidentni nemoznost tohoto tikolu pomoh-
la na svét automatickému sekvenatoru - pristroji,
ktery déla (skoro) vSechno sam. Princip sekvenco-
vani zlistava stejny, nepouzivame vSak radioaktivni
znaceni, ale kaZzdy stopovaci prekurzor je oznacen
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2. Sekvence prectena pomoci
ruéniho sekvencovani. V kazdé
draze byla rozdélena jedna re-
akéni smés, ¢tyfi drahy spolec-
né poskytuji informaci pro ce-
lou sekvencovanou molekulu.

3. Vysledek sekvencovani pomoci automatického sekvenatoru. Po-
¢ita¢ data shromazduje a ihned vyhodnocuje. Pfipadné nejednoznac-
nosti (napf. prekryvaji-li se dva vrcholy atp.) musi ovéem rozhod-
nout ¢lovék nebo dalsi sekvencovani.
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jinou fluorescenéni barvickou. Reakce probiha se
vSemi prekurzory (,stopovacimi“ i ,pokracovacimi®)
v jediné zkumavce, a poté je smés nanesena do je-
diné kapilary s predpripravenym gelem optimalnich
délicich vlastnosti. Vzniklé jednotlivé rizné dlouhé
a rizné ,barevné” oznacené molekuly pak putuji
v elektrickém poli od - k + a na konci z kapilary,
spravné podle velikosti rozdélené, vyputuji. Primo
v bodé€, kde kapilaru opousté&ji, vSak musi oznacené
molekuly projit svazkem laserovych paprskit, ktery
umozZni detektoru ,odecist” jejich barvu a poslat ji
pocitaci. Ten pak kazdé ,barveé” sdm priradi prislus-
ny nukleotid a badateli nahlasi rovnou celou sek-
venci (obr. 3). Akce je tak zjednoduSena a zrychle-
na, Ze se ze sekvencovani stava prijemna odpoledni
zdbava misto vysilujiciho celodenniho programu
s nejistym vysledkem.

Ani automaticky sekvenator vS§ak neumoziuje sek-
vencovat najednou libovolné dlouhou molekulu. Jed-
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nukleotidu v DNA stava priprava fragmentt1 pro sek-
vencovani v€etné udrzeni poradku pfi sestavovani
ziskanych sekvenci dohromady. V praxi to vypada
tak, Ze kazda laborator zapojena do projektu ,,obdr-
Zi* k sekvencovani urcity tisek DNA, ktery si rozdéli
na radu dalSich vzajemné se prekryvajicich molekul
DNA. Ty pak postupné sekvencuje a prekryvajici ¢as-
ti vyuZiva k sestavovani celé molekuly dohromady.
Do projektu HUGO a rady dalSich sekvenac¢nich pro-
jektl je celosvétoveé zapojeno mnozstvi pracovist. In-
formace, které diky nim ziskame, bude moZno vyu-
Zit nejen v diagnostice dédi¢nych chorob, k objevu
novych gent ¢i novych regulac¢nich oblasti v genomu.
Zjisténa data jsou neméné diilezita a prinosna pro
systematické a evoluéni biology, ktefi mohou vyuZit
sekvenci DNA jako dalsi ze znakt pro urcovani pri-
buznosti druhti. Neocekavané jsou udaje, které ze
sekvence DNA zjiStuji matematici — objevuji dalsi
informacni roviny v molekule DNA, které mohou jeji
fungovani zna¢né ovlivnit. Asi malokdo si dovede do
vSech detailti predstavit disledky tohoto monstréz-
niho projektu. Jedno je vSak skoro jisté — Zivotu diky
tomu lépe rozumeét nebudeme. o
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