Co noveho v prirodnich védach

Lidsky genom:
kam kraci soucasny vyzkum?

DAVID SMAJS

Uverejnéni pilotni sekvence lidského genomu (v roce 2001) a ,uplne™ do-
konéeni jeho sekvence (v roce 2004) otevielo problém interpretace ohromné-
ho mnozstvi ziskanych dat. Nutno podotknout, Ze sekvenci lidského genomu
stiale nezname aplné dokonale. stale je v genomu pres 300 . .mezer™. tedy mist.
pro Klerd presnou sekvenci nezname, a navic je v delinitivni™ verzi sekvence
vice nez deset tisic jednonukleotidovych chyb. Zidné lidské poznini vSak ne-
ni dokonalé a s pfibyvajicimi sekvenacnimi projekty se ,delinitivni* sekvence
stile zpresiuje.

Brzy po dokonceni projektu sekvenace” lidského genomu bhylo ziejmé, ze
se samotnou sekvenci lidského genomu nevystacime (mimochodem je zajima-
Ve, Ze se toléZ tvka také viech dosud sekvencovanych genomi jinych organis-
mil) a Ze je tfeba sekvencoval genomy dalsich pfibuznych organismi a také
dalsich a dalsich lidi. Jen tak ziskame pfedstavu o tom. co je v genomech pou-
hym informacnim Sumem a co jsou kritické zmény rozhodujici o zdravi a ne-
moci i také o podstaté lidstvi.

Soucasny vyzkum lidského genomu probihd tedy nejméné tiemi hlavnimi
sméry:

I. Mapovini lidského genomu z hlediska identifikace funk&nich oblasti.

. Definice rozdilt v genomu raznych lidi.
. Porovnani sekvence lidského genomu a dalsich pfibuznych genomi, ).
napt. genomu Simpanze nebo neandertdlee.

(P

1. Mapovani lidského genomu

z hlediska identifikace funkcnich oblasti

Jednim ze zdkladnich sméru studia lidského genomu je presné mapoviani
mist v genomu, kterd maji néjakou biologickou lunkci. To je nezbytnym pied-
pokladem k pochopeni struktury i funkce genomu jako celku. Jde zejména
0 nalezeni a lokalizovani viech gent kodujicich bilkoviny, gent kadujicich
riizné typy RNA, celé fady sekvenci s regulaéni funkci (napf. promotort, se-
kvenci vyuzivanych pro regulaci transkripee alp.) a o nalezeni mist v genomu,
kterd se podileji na funkcich daldich (napf. na replikaci DNA). § trochou nad-

* Pod pojmem sekvenace genomu rozumime expertmentilni postup, kiery vede k urceni
puradi (sekvence) viech bizi v deoxyribonukleotidové kyseling (DNA) daného orga-
nismu. Genom je delinovan jako tplnd genetickd informace daného organismu, kierou
lze vyjadiit jako kompletni sekvenci DNA,
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sdzky lze Ficl, 7e prave tohle je to, co jsme si od projekiu sekvenace lidského
genomu slibovali hned od jeho pocatku. Zda se vak, ze k tomuto cili bude tic-
ba jest¢ ujil znacny kus cesty, obzvIasié proto, 7e pouhy pilotni projekt (syste-
maticky mapujici pouhé 1 % lidského genomu) prines] velkd prekvapeni. Jak
totiz ukdzal projekt ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements), transkripéné
aktivni jsou také podstatné ¢asti genomu (molekuly DNA). o kteryeh se dosud
soudilo, Ze jsou nefunkéni a jsou pouhym . balastem™. Pfitom tato DNA tvori
okolo U8 % veskere lidské DNA. Znamend to tedy, ze 1 kdyz RNA kddovana
touto .nefunkéni™ DNA neni peepisovana do bilkovin, vofi se v takovém
mnoZstvi a na tak rozsahlé ¢asti DNA, Ze n€jakou jeji funkci lze opriavnéné
olekidval. Obeené Ize predpokladat, Ze tato negenovda DNA se podili na regu-
laci genové exprese (na regulact zapindni a vypinani gent). Zatim viak pro to-
to tvrzeni nemame zadné dikazy a bylo by poctivejsi priznat, Ze nemame ani
tusent, jakou funkci maze talo RNA mil.

Daldim piikladem projektu, ktery si tentokrat klade za cil zmapovat genetic-
ké zmény vyskytujici se u nddorovych onemocnéni, je projekt The Cancer Ge-
nome Atlas (TCGA). Ide o vysokokapacitni sekvenaci (1. sekvenaci témér celé-
ho genomu) mnoha nadorovych vzorki jednoho typu nadoru od mnoha riznych
pacientl. Nalezené genetick¢ zmény, kieré se budou vyskytovat ve vzorcich
z vé1siny pacient(, pak bude moZno dat do souvislosti s vyvojem piislusného ty-
pu nddoru. Tohle vie je navic planoviano pro mnoho typu nadori. Jde tedy o ja-
kysi frontdlni Gtok na odhaleni genetického pozadi nddorovych onemocnéni.

2. Definice rozdili v genomu raznych lidi

Publikace pilotni sekvence lidského genomu (v roce 2001) se opirala o se-
kvenaci vzorklt DNA nékolika ddrca, a bylo tedy moZné odhalit i odlisnosti
v genomove sekvenci échto individudlnich (a anonymnich) déaret. To ukiza-
10 na potrebu definovat mista v genomu ¢lovéka, jimiz se ruzni jedinci navza-
jem D8l Pro zmapovini mist. ve kteryeh se lidé mezi sebou navzdjem &,
vznikl mezindrodni projekt HapMap. Vzorky DNA pro projekt HapMap po-
chazely od 269 lidi z Afriky, Japonska, Ciny a USA. Bylo identilikovino oko-
fo 10 milion mist. ve kterych se lidé ¢yt raznych populaci 1i8i nejcastéji. (To
priblizné odpovida shode 99.9 % mezi kierymikoliv dvéma osobami.) Tato
mista se oznacuji jako SNP (jednonukleotidové polymortismy). Plati pfitom.
Ze jednotlivé SNP se dédi po urcitych blocich (haplotypech). Z 1oho vyplyva
moznost definovat genom individudlniho ¢lovéka jako kombinaci urcitych
haplotypii a pro zjisténi genotypu konkréini osoby tedy neni tieba mapovat
viech 10 miliond jeho genomovych mist. ale staci genotypovat jen 300.000 —
600.000 klicovyeh SNP. MoZnost genotypoval individualni jedince bude mit
zeela zasadni vyznam pro hleddani Korelace mezi Konkréinim genotypem a vy-
skytem chorob, kleré jsou (alespon z&asti) geneticky podminéné. Pritom je
ziejmé, ze genelickd komponenta je jednim z rizikovych faktort témef viech
chorob, véetne onemocnéni kardiovaskularnich. nadorovych, metabolickych,
adtoimunitnich a dalSich. Dobrym piikladem pouziti téchto genomovyeh me-
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tud je objev polymorfismu v genu kédujicim jednu bilkovinu — komplemento-
vy faktor H (CFH). Jak ukdzaly pokusy asocianich studii, genovy polymor-
fismus vedouci k zaméné tyrosinu v pozict 402 proteinu CFH za histidin vede
k vyraznému zvySeni rizika vékem podminéné makuldrni degenerace sitnice.
Tolo onemocnéni postihuje ve vyspélych zemich 10-15 % populace starsi
60 Jel a je nejcastéjsi pricinou slepoty ve stafi. Na zdkladé znalosti ziskanych
pomoci genomiky je pomérné snadné navrhnout diagnosticky test pro detekci
aminokyseliny v pozici 402 proteinu CFH a tim zjistit i riziko makuldrni de-
generace. Do budoucna lze snad i nalézt latky. Kleré mohou aktivitu komple-
mentu selektivné ovliviovat

Druhou moznosti jak zjistit sekvenci lidského genomu konkrétni osoby
(pacienta) je rovnou piislusny genom sekvencovat. Loni vy3la price popisuji-
¢i kompletni genom prvni konkrétni osoby. Jednd s¢ o genom J. Graiga Ven-
tera, zakladatele tirmy Celera Genomics Corporation, kiera konkurovala me-
zindrodnimu projekiu sekvenace lidského genomu a Klerd ¢astecéné verejné
publikovala vysledky sekvenace lidského genomu v roce 2001, Zatim oviem
jde o proceduru, ktera je pfilis zdlouhava a drahd. Teprve budoucnost ukaze,
zdali bude Kompletni vySetfeni genomove sekvence pacienta patiit do baterie
moznych diagnostickych testi,

Jaké si tedy slibujeme vyhody 2 mapovini SNP? Porovnianim genelického
profilu pacientir s urlitym typem onemocnéni a genetického profilu zdravyeh
0sob bude mozné zjistit, které genetické varianty (SNP) prispivaji kK vyvoji
ur¢itého typu onemocnéni. Piesné mapovini SNP pfispivajicich k vyvoji one-
mocnéni kardiovaskuldrnich, nadorovych, metabolickych, autoimunitnich atp.
bude mozno pouzit pro odhadnuti genetického rizika u konkrétniho pacienta
a evenl. preventivné upravil laktory prostiedi, Které prispivayi k vyvoji té kie-
¢ choroby (dicta, Zivolosprava. preventivni poddvani uréitych 1€ka atp.). Na-
vic tyto studie umozni predpovidat hinlogiuknu funkci celé rady gent, o je-
jichz gloze v Zivoté buiiky a celého organismu zatim nemame nejmenSi tude-
ni. Identifikace a detailni popis proteint. které se li§i od proteint zdravych
jedined a které vedou k predispozici k urcité chorobé, umoZni vyvoj novych
druhd 1éCiv, které budou rozpozndvat 4 ovliviiovat piimo tyto cile.

Dlouho se také vi, ze odpovéd na léky a obecné na lé¢bu se individudlné li-
5i od jedince k jedinci, pi¢emz Lato variabilita je z velké Casti podminéna ge-
neticky. Do budoucna tedy ocekavame, Ze terapie bude takfikajic ,.8itd na mi-
ru* pro kazdého z nas,

3. Porovnani sekvence lidského genomu

a dalsich pribuznych genomii,

tj. napf. genomu simpanze nebo neandertalce

Precteni genomu Simpanze prekvapilo védeckou komunitu tim, jak je ge-

nom Simpanze pribuzny s genomem ¢lovéka; genomy ¢lovéka a Simpanze vy-
kazuji asi 99% shodu v sekvenéné homologickych (piibuznych) ¢astech obou
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genomil, celkové je pak shoda (1 se zapoctenim sckvenci unikdinich pro Clo-
véka i Simpanze) asi 96 %. Navic (¢méF tretina gend (29 %) kdduje zeela shod-
né proteiny jak u ¢lovéka. tak u Simpanze a driiva vétSina ostatnich kodova-
nych protein se 1idi jen ziménou jedné aminokyseliny. Pro predstavu je pfi-
buznost na genomové drovni mezi Elovékem a Simpanzem asi 10 krdt vé(si nez
pribuznost mezi mySi a potkanem, Nutno viak podotknout, Ze neexistuje pfi-
my vztah mezi fenotypovou odliSnosti organismi a jejich odliSnosti sekvenc-
ni (genotypovou). Sekvencéni odlisnost Cloveka | Simpanze tak zhruba odpovi-
da odlisnosti dvou fenotypové velmi podobnych druhu mySi. mysi domaci
(Mus musculus) a mysi stiedozemni (Mus spretus), Tyto Gdaje jsou velmi za-
Jimavé v souvislosti s ruznymi onemocnénimi, jejichz prabéh se u lidi a nej-
blizsich primata 1isi (viz tabulka I ). Poznani genetickych pricin odlisného pru-
héhu onemocnéni by umoznilo Iépe nahlédnout do podstaty téchto onemocné-
ni a do budoucna by to umoznilo cileng vyvijet jejich odpovidajici terapii.

Tabulka 1. Nékteré rozdily mezi lidmi a daldimi priméty ve vyskytu

a prubéhu nékterych chorob
Vyskyt chorobného stayu Lidé Primati
nebo komplikaci
Potvrzené rozdily
progrese HIV infekee v AIDS Casta vzicna
symptomatologie chfipky A stiedn@ tezkd az zavazna lehka
komplikace u hepatitidy B/C stiedné 18zke az zavazne lehke
citlivost k maldrii (P falciparum) citlivi rezistentni
Predpokladané rozdiy
rozvoj morbus Alzheimer kompletni Castecny
korondrni ateroskleroza castd vZaena
karcinomy Custé veaené

S ndastupem nové technologie sekvencovini DNA — pyrosekvenace — se
oteviela moznost sekvencovat genomy jiz vyhynulyeh organismu. Kromeé sek-
venace genomu mamuta je v béhu projekt sekvenace nam nejblizsiho druhu,
¢loveka neandertalského (Homo neanderthalensis). Neandertdlei sice vyhynu-
li piiblizné pred 30.000 tsici lety. z jejich kostnich pozastatki je viak mozné
ziskat dost DNA pro sekvenaci jejich genomu. ZvI3sté vhodnou k tomuto tice-
lu hyla shledina kost Vi-80. Kterd byla nalezena roku 1980 v jeskyni Vindija
v Chorvatsku; jeji stari je datovano na asi 38 tisic let, Sekvenace takto starych
vzorkd je komplikoviana faktem, Ze DNA je degradovina na kritké kousky
a Ze jeji nukleotidové haze podléhaji zménam. které vedou k jejich faleSnému
cteni. I pfes tyto komplikace se po precteni prvniho milionu pard bazi nean-
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dertilce podafilo odhadnoul sekvencni piibuznost se soucasnym clovékem
Tato podobnost pfedstavuje 96 procentni shodu zmén mezi souasnym clove-
kem a neandertilcem vzhledem ke zménam popsanym mezi Clovékem a Sim-
panzem. Takto komplikované bylo tfeba vyjadfit sckvencni pribuznost mezi
Clovékem a neandertileem priavé proto, Ze Casem dochdzi na bazich DNA ke
zméndm, které vedou k jejich chybnému ¢teni. Podle echto odhadi vychazi
sekvenéni pfibuznost mezi soucasnym Clovékem a neandertilcem vySsi nez
99,5 % a tomu odpovidi odhadovany vyskyt posledniho spole¢ného predka
obou pied 320 tisici lety, Existence spolecného predka Cloveka a Simpanze se
pak predpoklida v dobé pied 6.5 miliony let. Genetické rozdily mezi soucas-
nym Clovékem (Homo sapiens) a vybranymi organismy na celogenomové
drovni a odhadovand evoluéni vzdilenost od posledniha spoleéného predka
Jjsou uvedeny v tabulce 2. Je prekvapivé, jak vysoki je sekvenéni pfibuznost
i znacn¢ odliSnych druhd saved: pfitom pfibliznd sekvencéni pfibuznost na
trovni DNA odpovida nasi intuitivni pfedstavé o pFibuznosti organismi.

Tabulka 2. Genetické rozdily mezi sou¢asnym Elovékem
(Clovék moudry, Homo sapiens)
a vybranymi organismy na celogenomové tirovni a edhadovana evoluéni
vzddlenost od posledniho spoleéného predka

Druh Odhadovana doba Priblizna pribuznost
uplynula od vyskytu na arovmi DNA
spoleéného predka

Clovek moudry (Homo sapiens), -99.9 ¢
kterykoliv jiny jedince

Clovek neandertdlsky 0,5 mil. let ~ 995 %
(Homo neanderihalensiy)

Simpanz utenlivy (Pan troglodytes) 6 mil. let - 96 %

Makak rhesus (Maccaca mulaia) 25 mil. let - 93 %

Poltkan obecny (Ratins norvegiens) 75 mil. let ~ 40 %

genomu je sekvendnd
pithuznveh (mkoliv
shodnyeh)

Je zajimave sledovat, jak se s kazdym dal§im piectenym genomem vidy
ukize, ze by bylo poticha — pro lepsi pochopeni rozdili mezi genomem ¢lo-
véka a genomem jeho nejblizSich pribuznych — sekvencovat genom dalii, tak-
fikajic kontrolni. A tak jsme po piecteni lidského genomu svédky sekvenco-
vini stale daliich a dalSich genomi, pricemz jsme od pochopeni genomovych
rozdilt mezi organismy — a tedy i podstaty rozdild mezi ¢lovékem a primaty —
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stale daleko. Napadné w pripomind pitklady 2 jinych odvétvi vedy, kdy po-
chopeni ur¢itého fenomenu predchazi extenzivni faze akumulace dat o vysled-
kit véetné vienbeeného tapani. Po 1éto [z pak skokové prichdzi rychly vivoj
a ndsledujici obdobi byvid zpravidla velmi védecky plodné. Ale na to si musi-

me v genomice jedté chvili pockat.
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