GENETIKA

Lidsky genom

v jinosskych letech

10 let se znalosti (ne)kompletniho lidského genomu

MARIAN
NOVOTNY

1) Nukleotidy jsou zékladni
stavebni kameny DNA. DNA

je slozena ze Ctyf riznych
nukleotidd. Geneticka informace
je zakédovéana v poradi
nukleotidd. Nukleotidy si lze
predstavit jako pismena v knize.
Chceme-li knize porozumét,
musime védét nejenom kolik
pismen v knize je, ale i v jakém
poradise v knize vyskytuiji.

2) Anglické ,junk” znamené
neuZzitecny, bezvyznamny nebo
taky odpad ¢i brak.

3) Repetitivni oblasti - oblasti
DNA slozené z opakujicich se
motivdi v poradi nukleotiddi (napf'.
dlouhé tiseky DNA obsahujici
pouze opakujici se nukleotid
adenin).

4) Centromera - oblast (obvykle
uprosti‘ed) chromozomu, kde
se potkavaji dvé sesterské
chromatidy.

5) Telomery - koncové oblasti
chromozomu. Telomery jsou
slozené piedevsim z repetitivnich
Gsekd.

6) Multigenové rodiny - rodiny
blizce pFibuznych gend, které

vznikly duplikaci pavodniho genu.

7) Bodovéa mutace - zaména
jednoho nukleotidu za jiny (napf.
zaména adeninu za thymin).

8) Delece, inzerce, duplikace -
vyjmuti, vloZeni, zdvojeni iseku
DNA.

9) Crohnova choroba - zanétlivé
onemocnéni, které postihuje
predevsim travici trakt. Nemoc
je pravdépodobné vyvolana
vlastnim imunitnim systémem
nemocnych.

KdyZ 26. cervna 2000 predstoupil pred novind-
e v Bilém domé americky prezident Bill Clinton,
nemél v umyslu vyhldsit vdlku ani prosadit dal-
ST reformu. Ozndmil ,dokonceni” jednoho védec-
kého projektu — mapovdni lidského genomu. Pri-
tomnost amerického prezidenta ddvala tusit, Ze
Jde o projekt v mnoha ohledech pielomovy. Pro-
Jekt, ktery méni biologii i medicinu a prindsi nové
prdoni i etické otdzky. Lidsky genom byl predsta-
ven jako kniha, kterou miZeme diky kompletnimu
osekvenovani konecné otevtit a precist si, co odli-
Suje clovéka od jinych organismil, co odlisuje lidi
mezi sebou a moznd i to, na co kdo zemve. Bill Clin-
ton ve své feci mimo jiné predvidal, Ze znalost lid-
ského genomu prinese revoluci v diagnostice, pre-
venci a lécent vétsiny (ne-li vsech) lidskych nemoct.
Co nového jsme se vsak skutecné naucili za 10 let
od pamdtného vystoupeni amerického prezidenta
a jak velkd cdst jeho predpovédi se napinila?

Stoji za pripomenuti, ze Bill Clinton ozna-
moval pred deseti lety ukonéeni ,hrubého®
sekvenovani lidského genomu. Co to zna-
mena? Lidsky genom piedstavuje kompletni
genetickou informaci ulozenou v pofadi (sek-
venci) nukleotidii deoxyribonukleové kyseliny
(DNA)L Pfi sekvenovani (mapovani) je urce-
no potadf nukleotidt v DNA. Cast genomu
(vyrazné mensi ¢ast) kdduje proteiny a RNA,
které zajiStuji zivotni funkce bunck. Vétsina
genomu ovSem nekéduje proteiny ani RNA,
a dokonce ani nic jiného. Vyznam nekdduji-
cich oblasti ztistaval v dobé dokonceni hru-
bého genomu zahalen tajemstvim. Néktery-
mi autory byly nekédujici oblasti oznacovany
nehezkym anglickym slovem ,,junk“? a viibec
povazovany za zbytec¢né.

Kdyz Bill Clinton mluvil o ,ukonéeni®
mapovani lidského genomu, mél ve skutec-
nosti na mysli, ze bylo rozlusténo potadi
nukleotidi u asi 90 % oblasti, které kdéduji
proteiny a RNA, a celkové asi u 83 % celé-
ho genomu. Skute¢né dokonceni ,komplet-
niho“ genomu bylo pak opét s velkou sla-
vou oznameno v roce 2003 a publikovano
jesté o rok pozdéji. Nicméné ani dnes neni
lidsky genom rozlustén tplné cely. Odhadu-
je se, Ze je znamo asi 93 % genomu. Dostup-
nym sekvena¢nim technikdm stale caste¢né
odolavaji vysoce repetitivni oblasti® - cent-
romery* a telomery®. Kédujici oblasti by vsak
mély byt znamy uz viceméné kompletné. Jis-
té pochybnosti stdle pretrvavaji pouze o kon-
krétni podobé nékterych multigenovych ro-
din, které se podileji pfedev$im na imunitni
odpovédi organismu. Je tedy otdzkou, kdy
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by se mélo 10. vyro¢i dokonceni mapovani
lidského genomu slavit.

Jedinecny lidsky genom?

Lidsky genom je zapsan do 3,2 miliardy nuk-
leotidii, coz je podobna velkost genomu jako
u mySi. Nejde o zadny rekord - sladkovod-
ni ménavka Amoeba dubia méa genom 200krat
vetsi. Velikost genomu tedy neni pfimo tmér-
na komplexnosti organismu, ale to se védélo
dfive, nez bylo sekvenovani ¢lovéka zahajeno.
Obrovské casti genomu Amoeba dubia vyplnu-
ji repetice DNA, které nekéduji proteiny ani
RNA. Jednim z pifekvapeni, které sekveno-
vani pfineslo, bylo poznani, ze lidsky genom
obsahuje vyrazné méné kédujicich oblasti (tzv.
gentl) nez piivodné odhadovanych 100 000.
Odhady poctu lidskych genti na zakladé hru-
bého genomu se pohybovaly mezi 30 000
a 40 000 geny. Dnes vime, ze protein-koduji-
cich gent je jen néco malo ptes 20 000. Pocet
RNA-kédujicich gend neni presné znam, ale
odhaduje se na nékolik (malo) tisic. Pro srov-
nani kvasinka Saccharomyces cerevisie ma asi
tfetinovy pocet gend, ale jiny znamy mode-
lovy organismus — hlistice Caenorhabditis ele-
gans disponuje prakticky stejnym poctem
genti jako ¢lovék a rostlina husenicek Arabi-
dopsis thaliana nebo parazit bi¢enka Tricho-
monas vaginalis maji genti dokonce vice nez
¢lovék. Sekvenovani nam ukazalo, ze ¢lovek
nema vyrazné veétsi pocet genti nez jiné orga-
nismy, a Ze tudiZ prostym poctem gent ne-
lze vysvétlit, pro¢ clovék stavi katedraly a 1éta
do vesmiru, zatimco se hlistice prodira lesni
hrabankou. Dosud nebyla v genomu uspoko-
jiva odpovéd na tuto zdhadu nalezena. Uka-
zuje se, ze lidské geny by mohly mit vice va-
riant a modifikaci nez geny jinych organismd,
a proto by pocet proteinti, které z nich mohou
vzniknout, mohl byt ve skutecnosti vyssi. Jak
velkou tlohu tyto varianty hraji, zatim nenf
jasné. Proto ani nelze fict, Ze vyssi pocet pro-
teindl je tim zdsadnim rozdilem mezi clové-
kem a ostatnimi organismy. Rozdilem, ktery
nam umoznuje skladat hudbu a komunikovat
na obrovské vzdalenosti.

Jak moc se lisi dva lidé?

Ne kazdy ¢lovék je viak schopen skladat hud-
bu, nékdo ma oblicej kulaty, nékdo protahly,
nc¢kdo hazi daleko o$tépem, jiny radsi vafi —
lidé jsou velmi rozdilni. Jak moc se tyto rozdi-
ly projevuji na trovni DNA? Z vysledki sek-
venovani vyplyva, ze pokud se sleduji bodové



mutace’ nukleotidd, tak se dva lidé v pramé-
ru lisi asi v jednom z 1300 nukleotidti, coz
¢ini asi 2,5 milionu rozdiltt mezi dvéma lidmi.
Vétsina téchto rozdild je vSak lokalizovana
v oblastech, které nekéduji proteiny ani RNA.
Navic vzhledem k mechanismu piepisu gene-
tické informace do proteinti se nijak neproje-
vuje ani fada bodovych mutaci v genech.
Kromé bodovych mutaci vSak dochdzi v ge-
nomu i k delecim, inzercim, duplikacim® a ji-
nym Gpravam, které mohou mit mnohem vétsi
dopad nez bodové mutace. Mohou napftiklad
vést ke zméné poctu kopii genu v genomu.
Nejnovéjsi vyzkumy ukazuji, Ze se tyto zmé-
ny objevuji mnohem castéji, nez se ptivodné
ocekavalo. Po zapocdteni téchto modifikaci se
odhaduje, Ze dva lidé v priméru sdileji 99,5 %
genetické informace. Je vSak 0,5 % dost na
vysvétleni vSech rozdild mezi lidmi?

,Junk” DNA

Védci v posledni dobé vénuji ¢im dal tim vétsi
pozornost studiu nekédujicich oblasti lidské-
ho genomu. Napf. projekt ENCODE si kla-
de za cil co nejdetailnéji popsat alespon cast
lidského genomu za pomoci nejmoderndj-
$ich metod. Zatim byla publikovana analyza
1 % genomu, casti, kterd zahrnovala kéduji-
ci i nekddujici tseky. Vysledky byly pomérné
prekvapivé. Doposud se piedpokladalo, ze
k transkripci (pfepisu do RNA) dochazi témér
vyhradné jen u kédujicich oblasti genomu,
z vysledkti projektu ENCODE vsak vyplyva,
ze do RNA je prepisovano nejméné 74 % stu-
dované oblasti. Toto pozorovani bylo upies-
néno v leto$nim roce, kdy tym védct z univer-
zity v Torontu ukazal, zZe k transkripci mimo
geny dochazi piedevsim v regulacnich oblas-
tech geni a mnohem méné v oblastech bez
znamych gend. Dal$§im pozoruhodnym nale-
zem, vyplyvajicim z projektu ENCODE je, Ze
k transkripci obvykle dochédzi z obou retéz-
ci DNA a ne jenom z fetézce, ktery kéduje
gen. Detailni popis také ukazal, Ze regulac-
ni oblasti genti, které predevs§im ovliviiuji
kdy a v jakém mnozstvi bude gen pfepisovan,
jsou rovnomérné zastoupeny pred i za geny.
Tim opét naboural drivéjsi predstavy, totiz
ze regulacni oblasti se vyskytuji pfedevsim
pred geny. Vsechny tyto nélezy naznacuji, ze
by ,junk® DNA mohla hrat vyznamnou tlohu
naptiklad v regulaci kédujicich oblasti. Dal-
§i duikaz pfinesla studie, v niz byly srovnava-
ny bodové mutace u 3000 zdravych jedinct
a 2000 lidi trpicich zavaznou Crohnovou cho-
robou.? Kromé mutaci v genech (napt. auto-
fagni drahy, ktera degraduje vlastni bunéc-
né komponenty), byl u pacientli zaznamenan
i zvySeny vyskyt dvou mutaci, které se vysky-
tuji v tzv. genové pousti, v rozsahlé oblasti bez
jakychkoliv genti. V leto$nim roce bylo také
ukdzano, ze dalsi nekddujici oblasti, transpo-

Abstract: Human genom in its adolescency by Marian Novotny. The
sequencing of human genome was finished 10 years ago. It was welcomed wi-
th tremendous expactations. But have these expactations been met? A decade
of human genome studies has brought a number of surprises and first applica-
tions in diagnosis and treatment of ilinesses. However, the detailed understan-
ding of the information deposited in the genome sequence has not been rea-
ched.

z6ny se vyskytuji castéji v bunkach nadort
plic nez ve zdravych lidskych bunkach. Zda
se tedy, ze se nekddujici oblasti mohou podi-
let i na vzniku velmi zavaznych onemocnéni.

Genom a medicina

V oblasti mediciny se jiz objevuji prvni
naznaky vyuziti znalosti lidského genomu.
V klinické praxi se naptiklad vyuziva test na
pfitomnost funkéni thiopurin methyltransfe-
razy, kterd odbourava thiopuriny, pouziva-
né pfi lé¢bé leukémie. U pacientti s nefunké-
ni thiopurin methyltransferazou je nasledné
indikovana jina 1é¢ba. Obdobné existuje test
na zji§téni variant cytochromu P450, ktery se
podili na degradaci velkého mnozstvi 1ékd.
Na zakladé vysledkt testu lze upravit vybér
1ékt tak, aby je pacient dobfe snésel.

Obijevily se uz i prvni kompletni genomy
nadorovych bunék (napf. akutni myeloidni
leukémie). V ramci téchto studii byly obje-
vené nové mutace a vytipovany nové slibné
terapeutické cile. S rozvojem sekvenacnich
technik je navic mozné sledovat i riznd sta-
dia nadorovych bunék a porovnavat, k jakym
mutacim dochazi pti prerodu bunky nemeta-
stazujici v bunku metastazujici.

V poslednich péti letech jsme svédky sku-
te¢né bouflivého rozvoje sekvenacnich tech-
nik a prudkého poklesu ceny sekvenovani.
Zatimco prvni lidsky genom stal 3 milardy
dolarti, dnes se cena odhaduje na desitky
tisic dolarti. Prvni genom byl slozen z vice
jedinct rtznych ras, proto nikdy fotku prv-
niho osekvenovaného ¢lovéka neuvidite, ale
dnes uz nékolik lidi svlij genom zna. Nej-
znaméjsim ¢lovékem s kompletné pfec¢tenym
genomem je asi James D. Watson, spoluob-
jevitel struktury DNA. Dal$im zndmym je
Craig Venter, zakladatel spole¢nosti Celera,
které patii délené prvni misto v zavodu, kdo
prvni dokon¢i mapovani lidského genomu.
Osekvenovani byli uz i dva Asiaté a pravde-
podobné neni daleko ani doba, kdy kazdy
bude znat svilj genom. Sekvenacni techno-
logie, které se zatim stale jen vyvijeji (pie-
dev$im nanoporové sekvenovani), maji po-
tencidl zvladnout sekvenovani genomu za
né¢kolik hodin a cenu okolo 1000 dolart.

Aby nam vsak byla znalost genomu uzitec-
na, musime se naucit v této knize pofadné
¢ist. U velkého mnozstvi gent jesté stale neni
znama jejich funkce a nekédujici oblasti jsou
prakticky zcela neprobadané. Jiz zminovany
Craig Venter nedavno v rozhovoru neskryval
zklamani, Ze se ze svého genomu nedozvédél
ani vlastni barvu o¢i.

Pfesto ndm znalost genomu jiz mnohé pfti-
nesla — podnitila prudky rozvoj sekvenacnich
technik, obrétila pozornost i na nekéduji-
ci oblasti a pomalu pronika také do medici-
ny. Dalsi vyuziti lze jist¢ ocekavat v blizké
budoucnosti. Asi se vSak nelze domnivat, ze
nam znalost genomu pomize vylécit vétsinu
chorob. Uvidime, co budou psat o genomu
u prilezitosti 20. vyro¢i ukonceni mapovani.
Tteba bude tou dobou znama i 3D struktura
lidského genomu, ktera by odhalila mnohé
o interakcich uvnitf chromozémau. e
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