Kam kracis,
genetiko?

Poznani sekvence lidského genomu byl jen zacdtek

Mezi védami o Zivoté neni mnoho téch, které v po-
slednich desetiletich potkal podobny rozkvét jako
genetiku. Ta svymi panotkami pronikd do viech
moznych obori; nejspis si na pronim misté vsim-
neme disciplin vénugicich se ndm lidem. Teproe
v dobé druhé svétové valky se nukleové kyseliny
staly uzndvanymi nositelkami dédicnych infor-
mact — historie, kterd nezasahuje ddle, neZ je
primérny lidsky vék. Proto mnozi z nds osobné
sledovali zrychlujict se rozkvét této védy.

Predevsim diagnostika

V oblasti mediciny, na rozdil od jinych pfi-
rodnich véd, se genetika uplatnuje zatim pre-
vazné v diagnostice. Upfesnuje diagnostiku
klinickou a snazi se identifikovat pfic¢iny one-
mocnéni na drovni genomu. Ackoli od geno-
vé terapie jsme si slibovali mnoho, pfi 1écbé
je jeji vyznam zatim pomérné omezeny. Za-
sahovani do genomu se ndm jesté prili§ ne-
dafi a navic pfed nami lezi mnoho zabran.
I kdyz jsme dosahli zna¢ného pokroku, stale
zbyva nékolik tisic zjevné geneticky podloze-
nych onemocnéni, u kterych v§ak dosud nejs-
me schopni pfi¢inu na trovni genomu najit.
O néco vétsi mnozstvi (asi 3700) dédi¢nych
chorob zna jiz svého odpovédného cinitele
na genové urovni. Jde o mutace nejriiznéjsi-
ho typu, kterych je popsano vic nez 100 000
(v nekterych genech jsme nasli jednu nebo
jen nékolik patogennich mutaci, v jinych jich
bylo identifikovano vice nez tisic). Pro ,ge-
novy standard® se u bakterii, drozofil a tre-
ba mysi vzilo oznaceni wild (divoky) typ. Pro
lidskou genetiku se takovy nazev pfilis§ neho-
di a rozhodné je lepsi pouzit slova normdini
nebo standardni. Ani jedno vSak neni piesné
a netika nic vic, nez ze mame na mysli ,,ob-
vykly“ typ bez patogenniho t¢inku.

Genom, jak ho zname dnes, neni tvoren
jen geny, jejichz kone¢nym produktem jsou
bilkoviny, ale obsahuje celou fadu informa-
ci, které se realizuji jinak. Kromé dalsi sku-
piny ,gent®, jez kdduji molekuly RNA rtizné
velikosti, slozitosti a funkéniho zarazeni, ob-
sahuje genom zna¢né mnozstvi DNA, o niz
toho stale jesté mnoho nevime (zname jen je-
ji slozeni, sekvenci nukleotidd, vime, Ze se
opakuji urcité rizné dlouhé tseky). Kédujici
¢ast genomu se svymi proteinotvornymi ge-
ny tvoii jen asi 1 % z celé DNA. Protoze se
nam zdalo, Ze pfevazna cCast genomu je pro
jeho funkci zbyte¢nd a svymi naroky (napi.
replikaci) jen zatézuje bunku, byla oznacena
jako ,smeti“ (junk).

Doba postgenomicka?

Diky projektu uskute¢néném organizaci HU-
GO, ktery skoncil na zacatku minulého de-
setileti, se podafilo sestavit téméi komplet-
ni nukleotidovou sekvenci lidského genomu.
V genetice, stejné jako v mnoha dalsich vé-
déach, se casto pfehani (zvlast pfi mediali-
zaci), a tak se obdobi nasledujici po tomto
uspésném gigantickém usili zacalo oznaco-
vat jako postgenomickd fdze vyvoje genetiky. Pti-
pada mi to vSak ponékud zavadéjici, proto-
ze analyza genomu jako celku zajistujiciho
vznik a celozivotni existenci kazdého z nés
v podobé pevné sestavenych a evoluci vy-
zkousenych a upevnénych programt zdaleka
jesté neskondila. Vlastni vyvoj genomu clo-
véka i z hlediska lidstva, byt tfeba nenapad-
né, stale pokracuje. Stejné tak se méni pod-
minky jeho existence. Bohuzel se ukazuje, ze
se tyto podminky méni podstatné rychleji,
nez staci lidsky genom sledovat. Zbyvé dou-
fat a snazit se vyrovnat se se zdkony evoluce
natolik, abychom zabranili negativnim dopa-
dtim, jez takovy nesoulad miiZe mit (a nejspis
jiz ma).

Jednou z cest je plisobeni na genom. Né-
jaké zkuSenosti jsme s tim jiz ziskali — doka-
Zeme Uspésné piendset a ménit geny rostlin
a vyzkumné i u zivocichti. U ¢lovéka jsou
s tim zatim hlavné ideologické problémy.
O néco shovivavéjsi jsme v pripadé genové
terapie, kdy pfripoustime potiebu lécby gene-
tickych nemoci, ale zasadné odmitame ,vy-
lep$ovani® lidského genomu, které pro nas
predstavuje do jisté miry nepravem zavrho-
vanou tvar genetiky — eugeniku. Otazkou
je, zda jednou nebudeme muset vylepSovani
chépat jako lécbu.

Druhou cestou, neméné obtiznou - i kdyz
spiSe ideologickymi zabranami nez zpuso-
by realizace - je zpomalit nebo alespon utlu-
mit negativni zmény, kterymi na nés ptso-
bi vnéjsi vlivy (Casto prostfednictvim nasich
vlastnich produktii).

Nové poznatky, nové otazky

Opustme tvahy o budoucnosti lidského ge-
nomu a vSimnéme si nékterych zajimavosti,
které jsme objevili a také zplisobt, jimiZ jsme
k novym poznatktim dosli.

Mtuzeme se zminit o dalsi regula¢ni trov-
ni v podobé mikroRNA (miRNA). Vedla k ni
cesta pres siRNA, coz jsou velice kratké mo-
lekuly RNA namifené proti informac¢nim
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1. Nahore: Exonukleazova sekvenace. Kanalkem vytvorenym v membrané
a-hemolyzinem prochazeji jednotlivé nukleotidy odstépované z retézce DNA
exonukleazou a jejich priichod je zaznamenavan. Aby tento zptisob sekvenace
byl Gcinny, je tfeba, aby kazdy z nukleotida (A, G, C, T) daval jiny signal.

2. Uprostred: Jednoretézcova sekvenace. Tento zpusob sekvenace je zaloZen na
syntéze Fetézce, ktery je protahovan kanalkem, v némz je umistény senzor rtizné
reagujici na prochazejici nukleotidy. Senzor miiZe reagovat na zmény impedance,
na vodikové ionty uvoliiované pri zaclenéni nukleotidu do retézce (lon Torrent)
nebo na fluorescenci vyvolanou pfi zarazovani znacenych nukleotidtrifosfati
(SMART technologie) - viz obr. 3.

Obrazky principu sekvencnich stroji treti generace jsou pouzity se souhlasem
firem, zabyvajicich se jejich vyvojem - Oxford Nanopore a Pacific Biosciences.
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molekuldm RNA, jejichz rozpad vyvolava-
ji. Ovladaji tak genovou aktivitu — vedle jiz
znamé regulace transkripce a editace mole-
kul informac¢nich RNA - dal$im procesem.

Jisté zklamani nad pomérné malym po-
¢tem lidskych genti pfi srovnani s mnohem
jednodussimi organizmy jsme si vynahradili
poznatkem, ze proces realizace genetickych
informaci (genti), ktery pouziva nas genom,
umoziiuje, aby se tyto informace realizova-
ly ve vice podobéach. Vétsina proteinotvor-
nych gent je totiz schopna réiznou kombi-
naci svych casti vytvaret vice nez jeden typ
bilkovinné molekuly. To je oviem jen jeden
z mnoha moznych zasahti do procesu realiza-
ce genetickych informaci. Mtze nas napad-
nout pomérné logicka a zatim neuspokojiva
odpovéd na otdzku, pro¢ bunky investuji to-
lik energie do transkripce, kdyz k realizaci
dospéje jen jeji ¢ast, prvotni produkt se neu-
stale zmenSuje, popiipadé je kone¢na podo-
ba informac¢ni RNA tfeba i zavrzena. Dava
se tim pfednost regula¢nim mechanismim
pfed procesy syntetickymi? Vedla evoluc¢ni
zkusenost k poznatku, Ze napted musi dobfe
fungovat adaptabilita v rdmci individudl-
niho vyvoje, aby se viitbec mohla uskutecno-
vat adaptabilita evolu¢ni?

Slozita proménlivost

Dobfe znamym fenoménem je variabilita
genomu, umoznujici lepsi adaptaci na vlivy
prostfedi. RFLP (polymorfismus délky re-
strikénich fragmentt) a jejich moderni podo-
ba SNP (jednonukleotidovy polymorfismus)
byly dlouho povazovany za nejrozsifené;-
§i podstavu variability genomu mezi jedin-
ci. Pfes polymorfismy repetic (opakovani)
nejriznéjsi délky véetné homopolymernich
usekit a VNTR (proménlivost poctu tande-
movych repetic) jsme dospéli k CNV (vari-
abilit¢ poctu opakovani). Evolu¢ni geneti-
ka se timto fenoménem intenzivné zabyvala
a pokladala ho za cestu vedouci ke vzniku
novych genti - struktury obou kopif se od
sebe vzdalovaly, pficemz si jedna zachovala
pavodni funkci a tak umoznila druhé kopii
ziskat funkci novou. Porovnianim nukleoti-
dové sekvence obou kopii miizeme usuzovat,
kdy v minulosti k zdvojeni doslo. Zda se, ze
CNV je v genomu dokonce castéjsi nez SNP.
Ukazuje se, ze variabilita primarni struktury
genomu je mnohem vétsi, nez jsme se ptivod-
n¢ domnivali. Pfitom jde o variabilitu lid-
ské individuality danou spojenim gamet na-
Sich biologickych rodi¢ti a vznikem naseho
zarode¢ného (a svym zpiisobem definitivni-
ho) genomu, ktery je za naseho zivota velice
stabilni a je ve své vychozi podobé udrzovan
mnoha mechanismy.

3. Dole: Podle Pacific Biosciences. DNA polymeraza
pevné ukotvena na dné kanalku syntetizuje novy reté-
zec z priplavovanych fluorescenéné znacenych nukle-
otidtrifosfatd, ale jen ty, které jsou pravé zarazova-
ny, jsou zasazeny laserem, jehoz svétlo pronika dnem
kanalku jen na kratkou vzdalenost. Vyvolana fluores-
cence je detekovana.
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Zachovani integrity a neménnosti naseho
zarode¢ného genomu je vénovana velka pé-
¢e. Presto vSak v ném dochazi v jednotlivych
bunkéch k odchylkam, které mohou byt bez-
vyznamné, nebo také pro Zivot postizené
buiiky podstatné. V poslednich letech si zaci-
name vice viimat nejen zmén genomu, které
sim@zeme prinést od nasich rodicd, aleitéch,
jez vznikaji béhem naseho zivota — chovaji se
tedy jako dédic¢né, ale i jako ziskané. Neméni
poradi nukleotidi, ale jejich vlastnosti; napft.
metylaci pfeménuji cytosin na metylcytosin.
Nejsou omezeny jen na DNA, ale ptisobi i na
bilkovinnou nosnou strukturu — chromatin,
jehoz modifikace jsou mnohem pestiejsi. Pii-
¢inu a vybér umisténi téchto epigenetickych
zmén zatim dost dobfe nezndme. Epigenetic-
kym zménam je vzhledem k jejich ptisobeni
na genovou funkci vénovana v posledni do-
bé zvysena pozornost. Vysledkem je mimo ji-
né zjisténi, jak velky — ve srovnani s tim, co
o nich vime — vyznam maji. V jistém smys-
lu jsou projevy epigenetickych zmén obdo-
bou mutaci a svou dynamicnosti také spojuji
konzervativnost naseho genomu s environ-
mentalnimi vlivy. Po metodické strance ma-
me k dispozici pro identifikaci metylovanych
nukleotidti vlastné jen dva piistupy — enzy-
maticky a chemicky. Jiné postupy napft. vyu-
zivaji preferencni vazbu nékterych bilkovin
(protilatek) na metylovanou DNA, nejsou
vSak dosud bézné.

Sekvenacni stroje, generace druha a treti

Dnes, kdy za¢iname mit k dispozici nové
technologie usnadnujici a predevsim urych-
lujici analyzu primarni struktury genomu
(a pohybujeme se v ,,postgenomické fazi“), se
muzeme pfipravit na vstup do etapy, v niz se
budeme vénovat nejen vztah@im uvniti geno-
mu, ale zvlasté jeho vztahtim k prostfedi.

Pokud terminem ,postgenomickd faze*
chceme naznacit, ze jsme dokondili projekt
stanoveni sekvence lidského genomu, pak
mame zc¢asti pravdu, zdaleka to v$ak nezna-
menad, ze o naSem genomu vime vSe. Musi-
me byt mnohem skromnéjsi, zvlast ti z nas,
ktefi pamatuji kdysi vazné brané tvrzeni, ze
obsahuje asi 100 000 gent. Dnes se spokoji-
me s asi 25 000 geny a vime, Ze snizeny po-
cet genti vic nez dostatecné nahrazuje je-
jich plasticita — schopnost realizovat se ve
vice nez v jednom produktu. Klasické dog-
ma ,gen > protein® jsme museli vyménit za
»gen —> proteiny“ (mame pfitom na mysli spi-
$e polypeptidy). Nezménila se velikost nase-
ho genomu, at uz ji vyjadifujeme jakymkoliv
zplsobem. V dobé, kdy jsme se dopracovali
jiz ke tfeti trovni sekvenac¢nich analyz (né-
kdo dokonce zac¢ina mluvit o ¢tvrté), ji ob-
vykle udavame v celkovém poctu nukleotidi,
coz je asi 3x10%. Témét kompletni analyza ge-
nomu zaloZend na Sangerové zptsobu sek-
venace trvala v rdmci ptivodniho projektu
10 let.

Diky projektu organizace HUGO vznikly
v fadé mist sekvena¢ni manufaktury vyba-
vené pfistroji zalozenymi na detekci tsekt
DNA, vytvofenych touto metodou, pomo-
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ci kapilarni elektroforézy. Dnes se zmino-
vana metoda pouziva v omezeném méritku,
spiSe k ovéfeni nalezti ziskanych modernéj-
$imi technologiemi druhé a tfeti generace
(v anglickém jazyce jsou obvykle oznacova-
ny zkratkou NGS, coz odpovida ,,new” nebo
» next® generation sequencing).

Vyrobou stroji druhé generace se ve své-
té zabyvalo a zabyva nékolik firem, které si
navzajem konkuruji a v dtsledku patento-
vé ochrany zvolily navzajem ponékud od-
lisnd feseni. Vétsina z nich vychazi z po-
mérné kratkych fragmentd, které ziska
rtiznymi zpUsoby rozbijeni pfirozenych mo-
lekul DNA, z nichz vytvofi tzv. knihovny. Po
stanoveni sekvence jednotlivych fragmentt,
které se navzdjem castecné presahuji, je pra-
vé diky témto piesahtim setadi tak, Ze vznik-
ne plynula sekvence odpovidajici ptivodni
DNA. K jejimu sestaveni je nezbytny pocitac
s odpovidajicim vykonem a kapacitou. Stroje
druhé generace vychazeji z molekul (isek)
DNA, které jsou klasickym zptisobem na-
mnozeny tak, aby byl ziskdn dostatec¢ny sig-
nal pro detekci, ktery mtize vychazet z flu-
orescencné znacenych nukleotidtrifosfatt
(pro kazdou bazi je zvolena jina barva). Ne-
zbytnym a stale se opakujicim cyklem je za-
plaveni reakéniho prostoru roztokem se vse-
mi ¢tyfmi typy nukleotiddi a jejich nasledné
odplaveni.!

V zahranici vznikd fada ¢asto komerc¢nich
instituci, které jsou vybaveny vét§im poctem
stroji druhé generace rtizného druhu, a nabi-
zeji celogenomové sekvenace jako sluzbu. Je
to jisté ekonomicky vyhodné, protoze vyuziti
stroji (v¢etné spotiebniho materialu) a pra-
covnikl je optimalni, nehledé na dostatek
zkuSenosti. To se samoziejmé tykd i pouziva-
nych pocitacovych programi a informacnich
databézi. Nasim grantovym systém@m je bo-
huzel tivaha o hospodarnosti dosud velice
vzdélend, prestoze by mohla znacné zkratit
dobu feseni rady projektti. Nehledé na sku-
tec¢nost ze stroje diky prudkému rozvoji no-
vych technologii rychle zastaravaji a je tieba
je maximalné vyuzit.

Generace ¢tvrta?

Postupné se objevuji pristroje, které v desitky
let vzdalené minulosti pfedpovédél Svycar-
sky védéc Wilhelm Ansorge. Nejsou zaloze-
ny na nezbytném namnoZeni sekvenovanych
usektl, ale mohou sekvenovat jednotlivé fe-
tézce, aniz by pouzivaly jakoukoliv z vySe
jmenovanych sekvenacnich reakci. Mtizeme
je povazovat za stroje tfeti generace zalozené

1. Nedokonale odstranéné zbytky ptivodniho roztoku mohou davat nepravy signal. Sekvenované Gseky musi byt pevné
uchyceny, aby se jejich mnozstvi podstupujici dalsi cykly nesnizovalo. Jsou obvykle pripevnény na plochém podkladu
nebo na mikrokulickach, pricemz se musi zajistit, aby zaznam reakce byl dobi'e oddélitelny od svazki dsekd namnoze-
nych na plose nebo najednotlivych kulickach. Pro pouZiti je podstatna velikost sekvenovanych Gsekd. Vyrobci vychazeji
z Gsekd kratkych (o délce 50-150 nukleotidii), nebo delSich (kolem 400 a vice nukleotidd). Kratké aseky se hire sefazu-
ji, a proto jsou tyto postupy vhodné predevsim tam, kde si mizeme pomoci jiZ znamou sekvenci, napiiklad u lidského
genomu. Naopak kdyz sekvenujeme neznamy genom, prinaseji jistou vyhodu delsi fragmenty. Vyhod a nevyhod nabi-
zenych postupti pouzitych riznymi vyrobci je cela fada, zalezi pochopitelné na zakladni sekvenacni reakci, kdy se uka-
zuje, Ze nedostatkem pyrosekvenace je nepiesny odecet homopolymernich Gsekd - ¢im jsou delsi, tim je urceni poctu
nukleotiddi se stejnou bazi problemati¢téjsi. Vyhody i nevyhody se tykaji i po¢ita¢ového zpracovani, nékteré stroje pro-
dukuji vysledky snadno porovnatelné s jinymi, jiné jen obtizné. Ostatné produkce zakladnich tdaju - sekvence jednotli-
vych Gsekii - vyzaduje k ziskani konec¢ného vysledku znacnou a dosud ¢asové narocnou praci pocitace. | tak Casto zby-
vaji mista, ktera je nezbytné ovéfit sekvenci na jiném druhu pfistroje, nebo dokonce klasickou Sangerovou technikou.

http://www.vesmir.cz | Vesmir 91, biezen 2012 165


http://www.vesmir.cz
http://www.vesmir.cz

na principu protahovani fetézce DNA senzo-
rem vybavenym priichodem, ktery je scho-
pen jednotlivé nukleotidy (baze) od sebe od-
lisit. Tato pfedstava dospéla k redlné podobé
ve strojich, které od minulého roku nabizi
nékolik firem (obr. 1-3).

Zietelnou vyhodou tohoto fe$enti je pouziti
neznacenych nukleotidtrifosfatd a zjednodu-
Seni detekéniho systému, ktery je naptiklad
omezen jen na senzor reagujici na ionty vo-
diku uvolnované pfi postupném zafazovani
nukleotidéi pfi syntéze komplementdrniho
fetézce. Jistym rizikem jsou vSak opét homo-
polymerni sekvence. Jinym pfikladem mtize
byt systém zaloZeny na uvolnovani a detekci
koncového nukleotidu. Podobnych feseni je
cela fada a rozbéhly boom vyroby novych ty-
pt sekvenatord, z nichz nékteré jsou oznaco-
vany (ne uplné spravné¢) jako ¢tvrta generace,
tomu nasvédcuje.

Pokrok v oblasti vyroby a nabidky stale
dokonalejsich a na obsluhu méné¢ naro¢nych
ptistrojii se znac¢né zrychlil a proroctvi o po-
klesu nakladti a ¢asové narocnosti na vyset-
feni jednoho lidského genomu nabyva stdle
realnéjsi podobu. Tomu, Ze naklady v roce
2013 klesnou pod 1000 USD, zacinime vé-
tit jako viceméné jisté vyhlidce. Jiz pro stro-

je nabizené dnes se uvad¢ji provozni naklady
pro stanoveni celé sekvence lidského geno-
mu na asi 5000 USD. Ostatné pro rutinni
analyzu postacujici pro 1ékatské vyuziti ne-
bude nejspi$ potfeba analyzovat cely lidsky
genom (uz nyni se ¢asto omezujeme na tran-
skribovanou ¢ast (exom), kterd predstavu-
je priblizné jen jedno procento velikosti ge-
nomu). Dokonce se budeme moci omezit na
vybrané oblasti, dilezité pro stanoveni urci-
tych diagndz, popiipadé nachylnosti, tedy
sekvenovat jen vybrané amplikony.2

Zjaplava dat a zakon o DNA

Tyto technologie produkuji ohromnd mnoz-
stvi primarnich dat, je proto tieba vyfesit
problémy s jejich produkci, s jejich zpraco-
vavanim, uchovavanim, popfipadé piena-
Senim, predev$im vSak s jejich interpretaci.
Zalozili jsme velké mnozstvi nejrtznéjsich
databdzi, s jejichz pomoci se timto smérem
mtzeme ubirat, zatim vSak je pravé tato ¢ast
vyuziti vysledkti sekvenace novych generaci
tou nejobtiznéjsi a nejnarocné;jsi.

Jestlize skute¢né dospéjeme k rutinnimu
pouzivani celogenomové, exomové nebo ji-
nak cilené sekvenace, bude nezbytné najit
i pouzitelnou archivaci téchto nalezd, kte-
ra podle potfeby umozni uloZena data vy-
hledat a manipulovat s nimi. Snad do doby,

2. To ostatné miZeme jiz dnes. Metoda RainDance Droplet Technology (RDT), zacilena na nejriiznéjsi mista genomu,

je schopna namnozit vybrané tiseky pomoci az 20 000 pard priort. Pomoci takto obohacené templatové DNA dokaze nez se tento Vyhled stane realnym’ bude-

stanovit sekvence az100 000 vybranych tsekd v celkovém rozsahu do 24 Mb.
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me mit i patfi¢né progresivni zakon o DNA,
protoze pljde o data nejen velice citliva,
ale hlavné cennd z nejrtiznéjsich hledisek
— zdravotnich, socidlnich, obchodnich, ale
i vojenskych. Rutinni pouzivani pro medi-
cinské ucely ovSem predpoklada, zZe se jes-
té mnohem lépe vyzname v mezigenovych
vztazich a jejich ovladani fenotypu. I zde
budeme stale vice zavisli na pocitacich, kte-
ré nam budou nabizet v tvahu ptipadajici
zavéry sefazené podle pravdépodobnost-
niho méritka. Sama pfesna a spravnd zna-
lost naseho genomu nebude k rozhodovani
stacit, dokud nam bude chybét povédomi
o vSech vnéjsich vlivech, které se na jeho
formovani podilely, podileji a budou podi-
let. Budouci vlivy lze sice jen odhadovat, ale
v mnoha smérech se miizeme pokusit o jis-
tou predpovéd — zndme-li minulost, mame-
-li dostatek zkuSenosti a predev$im odpo-
védnosti. Ukazuje se, ze i sam genom nam
jistou miru predpovédi nabizi. Méli bychom
vSak byt ukaznéni a této skutecnosti nezne-
uzivat, nybrz tzkostlivé dbat na etiku 1é-
katského povolani. Bohuzel ponékud zao-
stavame i z hlediska zvySovani povédomi
o vyznamu a moznostech genetiky u laické
vefejnosti, ackoliv témér v kazdé detektivce
se o vySetieni lidské DNA mluvi.
Opovazime-li se shrnout metodické a tech-
nologické pokroky v oblasti molekularné-ge-
netickych analyz, pak mizeme vyzdvihnout
dva zcela jednoduché principy — opakova-
ni téze reakce do ,nekone¢na“, tedy vyna-
lez fetézové polymerazové reakce (Vesmir 77,
444, 1998/8) a soubézné provadéni znacné-
ho poctu reakci, coz jsou ¢ipové technologie
(Vesmir 77, 447, 1998/8). o
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