rii. Na horizontalni pfenos RAG-1 a RAG-2
ukazuje fada podobnosti s jinymi transpo-
zony: prepis DNA probihd jako u jinych
mobilnich elementt, integruji se podobné
jako viry HIV (ptvodci onemocnéni AIDS)
a jejich integrazy $t€pi DNA podobné jako
integrazy HIV (tab. 1).

O horizontalnim prenosu RAG je dnes
presvédcena vétsina védcu. Jako nejpravdé-
podobn¢jsi cesta prenosu se nabizi infek¢ni
proces. Je dokonce mozné, ze k tomuto
prenosu byl jiz pripraven terén, protoze
v 1. 2005 byl objeven u kopinatct (Cepha-
lochordata) homolog aktivatoru RAG-1.
Samotny RAG-1 vSak v databazi gent kopi-
natce identifikovan nebyl. Ani v genomu
bezcelistnych se RAG nenachazeji, a proto
nemaji imunoglobulinové receptory a ne-
tvofi ani protilatky.

Lze predpokladat, ze lymfocyty prvnich
Celistnatych obratlovcti byly dostate¢né
vhodnym terénem pro prijeti genovych ka-
zet RAG. Podle soucasnych znalosti mohly
byt zdrojem RAG ty druhy bakterii, které se
dostaly do zarodecné lymfocytarni linie,
adaptovaly se na nitrobunécny Zivot a pre-
nesly ¢ast svého chromozomu do chromo-
zomu hostitelskych bunék. Tyto bakterie
mohly zZit po dostatecné dlouhou dobu

v bunkach jako komenzalové. Podobné pii-
pady jsou znamy u ¢lenovct a krouzkovceu,
u nichz bakterie rodu Wolbachia urcuji
chovani nebo plodnost svych hostiteli.
Néktefi autofi dokonce prokazuji, Ze RAG
jsou velmi podobné invertizam a integrac-
nim faktorim prokaryot, které uz byly iden-
tifikovany u bakterie Escherichia coli a sal-
monel.

RAG jsou pouze v lymfocytech

Tento fakt je dosud zahalen tajemstvim.
Nevime, pro¢ RAG nejsou i v jinych bun-
kach, je ale jisté, Ze rekombinace genovych
segmentl u receptori pro antigen je tak
hlubokym zasahem do genomu, Ze musel
byt prisn€ omezen pouze na linii lymfocytt
a musel byt regulovan zcela novymi mecha-
nismy oprav DNA. Jeho dani je obrovské
mnozstvi chyb — lymfocytarnich nadoro-
vych onemocnéni. Sama inkorporace RAG
je zahadna, protoZe tvorba lymfocyti je
reguloviana kaskadou tzv. transkripcnich
faktord z multigenovych rodin, z nichz fada
byla ziskana rovnéZ prenosem mobilnich
genovych sekvenci. Problematika krvetvor-
by je vSak natolik slozita, Ze se omezime na
schema, které prinasi jen nejzakladnéjsi

Genomika a bioinformatika

Jak se hledaji geny

Jan Paces

Genomika je v soucasnosti ve védach o zZivoté velmi frekventované slovo. Ne
kazdy si vSak dokaze pod takovym slovem predstavit néco konkrétniho. Ani krat-
ké vysvétleni: ,genomika je obor zabyvajici se analyzou genomi“ nim mnoho
konkrétniho nerekne. Termin bioinformatika pak muze byt pro laika aplné mys-
ticky. Opét kratce: bioinformatika se snazi udé€lat v pocitaci to, co déla kazda
buiika naseho téla, kazda bakterie, kazdy Zivy organismus dnes a denné: precte
si genetickou informaci uloZenou v DNA, deoxyribonukleové kyselin€, a tuto
informaci analyzuje a pouziva. Ale jak se DNA analyzuje?

V tomto kratkém clanku bych rad popsal, co vlastné védec zabyvajici se geno-
mikou a bioinformatikou ve skutecnosti déla, kdyz analyzuje genom.

predstavu o ucasti RAG a dalsich tran-
skrip¢nich faktort (obr. 3).

Otazky na zavér

Je nezvratné prokazano, ze horizontalni
prenos genetické informace muze za urci-
tych okolnosti hrat v evoluci zavaznou
ulohu, jejiz dasledky mohou byt dalekosah-
1é. Ukazali jsme si to na prikladu adaptivni
imunity Celistnatcii. V této souvislosti se
pfimo vnucuji neodbytné otazky: Mohou
se dnesni nitrobunécni bakteridlni para-
zité jako Salmonella, Shigella, Francisella
nebo dokonce viry (viz podobnost RAG
a HIV!) stat prenaseci nové genetické infor-
mace? Nebo to budou mobilni ¢asti DNA
z jinych organismi, o jejichZz plisobeni
vubec nic nevime? Jak dlouho bude trvat,
nez se evolucni inovace projevi? Bude to
sto let, tisicileti nebo déle? Mohou viibec
vzniknout nové vlastnosti, organy a funkce
u soucasnych rostlin, zivocicht nebo do-
konce u lidi, podobné jak se to stalo s adap-
tivni imunitou v priabéhu kambria?

Vénovdno nasemu uciteli Prof. Ctiradu
Jobnovi.

Cteni DNA

Genomika zacina praci v laboratori, kde
se informace z molekuly DNA prevadi do
pocitace. DNA je totiz pravé ta jedinecna
molekula, ktera je pro genomiku nejdilezi-
t€jsi, ktera nese informaci o tom, kym jsme
a Cco se z nas stane.

Cela geneticka abeceda ma Ctyfi pisme-
na: A, C, G a'T, coz jsou zkratky zakladnich
chemickych komponent adeninu, cytosi-
nu, guaninu a thyminu, které jsou v mole-
kule DNA jako soucast tzv. nukleotida.

Obr. 1 Cteni DNA: Jednotlivé riiznobarevné
viny jsou zdznamem strojového &teni DNA.
Zjednodusené si proces éteni miigeme predstavit
takto: kazdé pismenko genetické abecedy (nukleo-
tid) je oznaceno jednou barvou (napy. T lerve-
né). Cdsti DNA jsou protlatovdny skrz kapi-
ldru, na jejimz konci snimd digitilni kamera
barvu podle toho, které pismenko prdvé prochd-
zi kolem Cidla. V' horni &isti obrdzleu je vidét
sled pismen, jak ho pocitacovy program odvodil
ze spodniho ctyfbarevného grafu (bliZe v textu)
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Takze onen prvni krok ¢teni DNA znamena
vlastné urcit poradi téchto nukleotidt.

Pifimo o metodé, jak urcit sled nukleoti-
du, jen stru¢né: DNA studovaného organis-
mu se vycisti a enzymatickou (pomoci
restriktaz) nebo fyzikalni (sonikaci — rozbi-
ti ultrazvukem) cestou se nastiiha na kous-
ky potiebné velikosti — vétSinou v fadu tisi-
cu az desetitisici pismenek. Tento krok je
nutny proto, Ze soucasna technologie umi
pfi jednom cteni zaznamenat maximalné
okolo tisice pismen.

Tyto fragmenty DNA vlozime do bakterii
k tomu uzpusobenych a vytvofime tak
Jknihovnu“. Ta sestava z mnoha bakterii,
z nichz kazda v sobé nese néjaky kus gene-
tické informace z ptivodniho nami studo-
vaného organismu. Pomizeme si analogii
s knihou: podobné bychom mohli vzit néci
memoary, a to nejlépe hned v mnoha ko-
piich, a rozstrihat je po vétach, odstavcich
nebo zcela nahodné. Ziskali bychom tak
knihovnu ustfizkd, z nichz by opét Sla zis-
kat informace obsazena v ptivodni knize.

Jednotlivé bakterie pak z knihovny vybi-
rame, nechame je vyrobit mnoho kopii nasi
¢asti DNA a tyto useky ¢teme. Detaily vlast-
ni fyzikalné-chemické metody vynecham,
pridam vSak obrizek toho, jak takové Cteni
vypada (obr. 1). Nejlepsi soucasné pristroje
umoziuji ¢ist zhruba 100 fragmentti DNA
zaroven, z kazdého prectou az 1 000 pis-
men a trva jim to desitky minut. Abychom
si byli jisti, Ze jsme celou DNA ziskali sprav-
né, je nutné precist kazdé pismenko v pru-
méru 6-8x. I s timto nadmérnym poctem
Cteni to znamena, ze precist genom bakte-
rie je pro dobfe vybavené laboratofe s do-
statkem penéz zalezitost nékolika tydnu.
U slozité€jsich organismi to jsou dnes porad
jesté desitky mésict, ale technologie se
vylepsuje obrovskym tempem a neni dale-
ko doba, kdy i veliké a komplexni genomy
budeme cist béhem nékolika tydni a moz-
na i dnt.

Po precteni dostatecného mnozstvi use-
ki DNA z bakterialni knihovny nastane
amorné sestavovani. Analogie s rozstiiha-
nymi memoary nam opé€t pomuize s pribli-
Zenim: vybereme z na$i knihovny jeden
ustfizek a budeme hledat dalsi, ktery na n¢j
navazuje. Ty dva spojime a hledame dalsi,
ktery na né navazuje a tak dile. Obcas
mame v ustfizku i néjakou informaci, ktera
nam ho pomiize zaradit na konkrétni misto
v knize. Napf. Cislo stranky nebo zacatek
kapitoly. To by v DNA mohlo odpovidat
tfeba genetickym znackam. S trochou §tés-
ti budeme mit zanedlouho celou knihu
(nebo genom) slozenou.

Pii sestavovani genomu je situace slozi-
t€jsi, nez by byla pri sestavovani knihy o to,
7Ze mame pouze Ctyfi pismenka, takze se
podobnosti hledaji hufe. Také pri Cteni
DNA délame nutn€ chyby. Navic se v geno-
mech objevuji stejné nebo velice podobné
useky mnohokrat na rtznych mistech —
asi jako kdyby se v knize nékolikrat opako-
vala stejna historka. Ale prekoname-li i tyto
prekazky, vysledek bude stat za to: v poci-
taci budeme mit aplnou genetickou infor-
maci studovaného organismu, tedy veske-
rou informaci, kterou si organismy predavaji
z generace na generaci a podle niZ jsou
vystavény a Ziji.

Hledani genti

Konec¢né mame tedy genom v pocitaci,
bud cely v jednom kuse v pfipadé bakterii
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nebo rozdéleny do chromozomt u vyssich
organismt. Mtzeme zasednout k pocitaci
a v klidu si v genomu zkoumaného organis-
mu ,pocist“. Pribéh je to poradn€ rozvlekly,
bakterie maji genom nékolik miliont pisme-
nek dlouhy, vyssi organismy nékolik miliard.
Tfeba ¢lovék ma svoji genetickou informaci
zapsanu ve vice nez tfech miliardach pis-
menek. Ale co nam ten dlouhy sled pismen
o bakterii, zivoc¢ichu nebo rostliné fika?
Zatim nic, teprve mu musime porozumet.

Pro pochopeni toho, co je v DNA zako-
dovano, musime nejdiive text rozdélit na
mensi Casti, a to tak, aby mély néjaky vy-
znam. Nase prirovnani DNA ke knize nam
opét umozni analogii: v textu bychom hle-
dali slova a véty, v DNA budeme hledat
kodony a geny.

Kodon se sklada ze tfi pismenek a kodu-
je jednu aminokyselinu, ktera je zakladnim
stavebnim kamenem proteint. Né€kolik
(nebo spise mnoho) kodond v fadé za
sebou dava dohromady gen. Gen predsta-
vuje zakladni jednotku dédi¢né informace,
pfi urcitém zjednoduseni bychom mohli
fici, Ze gen je takovy usek DNA, ve kterém
je zapsana informace o jednom proteinu.
A proteiny jsou funk¢nimi molekulami
organismu. Zajistuji metabolismus, jsou sta-
vebnimi prvky téla, tvofi podstatu imunit-
niho systému atd. Nasim prvnim ukolem
tedy bude najit v DNA geny. Jak se to déla?

Hledani gent pomoci pfibuznosti

Jedna z nejucinnéjsich metod je zaloze-
na na tom, Ze v prirodé velmi Casto plati, ze
protein vykonavajici néjakou funkci v jed-
nom organismu je podobny proteinu se
stejnou nebo podobnou funkci v jiném
organismu. A protoZe uz je mnoho objeve-
no a znamo, bude nejlépe se podivat na
databazi vSech jiz objevenych a popsanych
proteini a zejména genu, které o nich
nesou informaci. Takové databize existuji
dnes tfi, jedna v Evropé€, jedna v USA a treti
v Japonsku. VSechny obsahuji viceméné
stejné informace, podivejme se tfeba na tu
evropskou. Jmenuje se EMBL (European
Molecular Biology Laboratory Database)
a najdeme ji na internetu na adrese http://
www.ebi.ac.uk/embl.

Porovname tedy na$i DNA s databazi.
Pouzijeme k tomu néktery ze specialnich
programu vyvinutych pravé pro porovna-
vani. Napf. program jménem BLAST, ktery
jsem pouzil na vyhledani usekd podob-
nych néfemu znimému v kousku DNA
z bakterie Rhodobacter capsulatus, nam
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Obr. 2 Schematické zndzornéni vysledkii gene-
rovanych programem BLAST, ktery je uréen pro
hleddnt pribuznych selkvenci DNA nebo protei-
nit v databdzi. Na obr. je vidét analjza DNA
o délce asi 5 000 pismen — nukleotidii (jasné
Cervend tsecka v horni Cdsti obr.). Barevné tisec-
ky ve spodni Cisti obrdzku ukazuji, ke kterym
tisekesim analyzované DNA existuje v databizi
DNA podobnd. Barvou je zndzornéna mira
této podobnosti (Cervend — nejvice podobnd,
Cernd — nejméné podobnd, (iselné vyjddieno

Iy

v hornt &dsti obrdzku)

ve vysledku ukaze takovyto obrazek (obr. 2).
Z obrazku se da vypozorovat, Ze pomoci
podobnosti jsme v této DNA nalezli prav-
dépodobné Ctyfi geny.

Hledani gentl pomoci statistiky

Jak vSak najit ty geny, od kterych jesté
zadny pribuzny nebo podobny gen z jiného
organismu neni znam? Geny uplné nové?
Opét si vypomohu analogii knihy a kodu
v DNA. Kazdy ctenar dobre vi, ze jednotlivi
spisovatelé maji vlastni osobity styl, pouZi-
vaji rizna slova s odlisnou frekvenci, maji
oblibena slovicka, rtzné obraty a slovni
spojeni a pouzivaji tfeba i rizné dlouhé
véty. Podle jejich zpusobu psani je casto
muzeme docela dobfe identifikovat. A stej-
né je to i s DNA a jednotlivymi organismy.

Protoze kodony jsou dlouhé tii nukleoti-
dy a DNA se sklada ze Ctyf riznych druht
nukleotidd, existuje celkem 64 rtznych
kodoni (4%). Aminokyselin se ale v protei-
nech vyskytuje pouze 20. Proto je genetic-
ky kod (preklad DNA do proteinu) degene-

Tab. Preference kodonii. Kodon je tri pis-
mena dlouby visek DNA, Rtery je preloZen
do jedné aminokyseliny — tedy ji koduje.
Jedna aminokyselina miiZe byt Rodovdna
vice kodony, v takovém pripadé odlisné
organismy vyuzivaji jednotlivé kodony
riizné casto. V tab. je pro ilustraci uvede-
no 6 kodonii pro aminokyselinu lysin
a jejich vyuziti bakteriemi Rbodobacter
capsulatus a Escherichia coli

Kodoén Rb. capsulatus E. coli

[% pouziti] |[% pouZiti]
CTA 1 4
CTC 16 9
CTG 60 52
CTT 20 10
TTA 0 11
TTG 3 13
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rovany — jedna aminokyselina mutize byt
kodovana vice nez jednim kodéonem. Napf.
aminokyselinu lysin maji organismy zazna-
menanou v DNA Sesti riznymi zpusoby.
Jejich styl je dan vybérem, preferenci jed-
notlivych kodont. Priklad toho, jak prefe-
rence vypadaji, uvadi tab.

Této vlastnosti s vyhodou vyuzijeme.
Nejprve si ze znamych gent naseho orga-
nismu odvodime styl, preference pro jed-
notlivé kodony. Pak vezmeme kratky usek
DNA a zjistime, jaké vSechny kodony se
v useku vyskytuji. Protoze DNA je dvou-
vlaknova molekula, mizeme v daném use-
ku kodony ziskat Sesti rtiznymi zpusoby.
Nejprve po trojicich v jednom sméru a po-
tom i na opac¢ném vlakné (obr. 3). V tomto
useku DNA tedy muze byt Sest gentl. Zpravi-
dla jen jeden z nich je redlny a skutecné
v bunce vznikid. Abychom poznali, ktery to

Hledani genti pomoci entropie

Muize nastat i situace, kdy je v DNA gen,
ktery doposud neni znim, takze ho nena-
jdeme pomoci pribuznosti, a navic nezna-
me onen styl v pouzivani jednotlivych
kodond, takze ani druha metoda nim nepo-
muze. Pak nam zbyva posledni moznost.
Tou je mira usporadanosti ,textu®.

Tuto metodu si bioinformatici vypujcili
od kryptologt. Je zalozena na tom, Ze smys-
luplny text, ktery nese néjaké sd€leni, je
usporadanéjsi nez text nahodny. Ukazme si
to nazorné. Mamé dva kousky textu, jeden
s vyznamem, druhy nahodny:

Chtélo by se mi zpivat a tangit.
Ghyd kmzruis6l n shd yzgst hutd.

Na prvni pohled bychom rekli, Ze vice

informace obsahuje horni fadek. Opak je

Obr. 4 Sest grafii predstavuje Sest moznych zpii-
sobii éteni DNA. Vyiska zelenych Cisti odpovidd
tomu, jak jsou v téchto oblastech DNA jednotli-
vé koddny vyuZtviny. Modré a Cervené znacky
pod grafem oznaluji mozné zacdtky a konce
genit. Gen miize zalit u kterékoli modré a kon-
it u nejblizst cervené znalky, v pronich tiech
grafech zleva doprava, v dalsich tiech zprava
doleva. Vsechny orig. ]. Pacesa

tuje plno useku, které sice zadny protein
nekoduji, ale presto jsou nendhodné. Napf.
regulacni oblasti. Obcas ale radi vezmeme
zavdék alespon touto metodou.

Jak dal?
Z predchazejicich ukazek by se mohlo

zdat, Ze hledani gent je celkem snadné.
V pripadé genomu bakterii tomu tak snad
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Obr. 3 Prekliddni DNA do aminokyselin. Pro-
toZe se DNA preklidd po trojicich pismen (kodd-
nech), lze kazgdou dst dvouvldknové DNA pre-
loZit do aminokyselin Sesti riiznymi zpiisoby.
Nejprve zleva doprava na hornim vldkné:
GAA CGC GAA..., AAC GCGAAT.., ACG
CGA ATG... a potom na spodnim vlikné zpra-
va doleva: ACA CGA GTG..., CAC GAG
TGA..., ACG AGT GAA. V horni a spodni Cdsti
obrdzleu je zndzornéno, jaky sled aminokyselin
by teoreticky mélo Sest moZnych genit

je, podivame se, jak vSechny odpovidaji
stylu pouzivani kodont ve zkoumaném orga-
nismu. Na obr. 4 je vystup z programu,
ktery nam styl ukaze graficky. Testovana DNA
je ta sama, kterou jsme pouzili pfi hledani
gentl pomoci podobnosti. Z obrazku je patr-
né, ze v tomto kousku DNA je gent Sest.
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vsak pravdou, v€tsi informacni obsah ma
véta v fadku dolnim. Ovérte si moje tvrzeni
tak, Ze vypustite jeden libovolny znak z hor-
ni a jeden ze spodni fadky. A nyni nékoho
pozadejte, aby chybéjici znak nahradil. V hor-
nim fadku se mu to ve vétsiné pripadiu
povede bezchybné, pouze obcas by mohla
nastat nejasnost, napf. chybé¢jici ,t“ ve slo-
vé tancit by nékdo mohl zaménit za ,j“.
Zato ve druhém fadku je spravné nahrazeni
nemozné — cast informace jsme vypusté-
nim jednoho znaku nenavratn€ ztratili.
Podobna situace jako v pfipad¢ textu je
i v DNA. Pokles informac¢niho obsahu
v kodujicich oblastech 1ze vyuzit k odliSeni
takovych usektit DNA, které nesou sdélenti,
od téch, jez jsou diky mutacim nahodné.
Tento zptisob hledini genii je nejméné
presny, zejména proto, Zze v DNA se vysky-
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i je (dokud nenarazime na nestandardni
geny). Tam je uspéSnost hledani kolem
95 %. Horsi situace je u vyssich organismu,
které maji geny preruseny negenovymi
oblastmi (exon-intronova struktura), jez
jsou leckdy podstatné delsi nez vlastni gen.
Tam ani kombinace vSech zminénych me-
tod a né€kolika jejich implementaci neza-
ruci uspésnost vyssi nez 80-85 %. Musime
tedy pokraCovat vice biologickymi experi-
mentalnimi metodami nez pouze metoda-
mi pocitacovymi. Napf. budeme ¢ist mole-
kuly mRNA v burice, protoze mRNA vznika
prepsanim kodujicich ¢asti DNA.

Nalezeni geni v DNA je pouze prvni
krok. Stoji pred nami otazka, jaké koduji
proteiny a k ¢emu ty proteiny v burice slou-
Zi, jakou maji funkci. Ale to uz je povidani
mimo tento ¢lanek.
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