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Ekologie genti
z pohledu bioinformatiky'

Tak jako se zoologové a botanici uz po sta-
leti zabyvaji vznikem, rozsifenim, migrace-
mi a vymiranim jednotlivych druhi rostlin
a zivocichii, maji nyni i molekularni biologo-
vé moznost studovat obdobné chovani gend.
Neustale pribyvajici pocet sekvencovanych
organizmti nam dnes dovoluje nahlédnout
do zivota bunéc¢ného jadra i bez poutziti slozi-
tych mikroskopickych ¢i molekularnich tech-
nik. Protoze vétSina dat je ulozena ve vefejné
pristupnych databazich, potfebujeme k praci
spouze® vykonny podita¢ vybaveny potiebny-
mi programy a par chytrych napadi; nékdy se
mluvi o studiu genomu in silico (tedy v pocita-
¢i). V soucasné dobé se timto pristupem zaby-
va jiz zcela samostatny obor, zacinajici se slib-
né rozvijet i v Ceské republice. Dostal nézev
bioinformatika. Pracuje s daty, u nichzZ mutze-
me rozlisit tf'i kategorie:

® genom - nukleotidové sekvence geni a ce-
lych genomi;?

® transkriptom - informace o expresi gent?
v jednotlivych tkanich a vyvojovych stadiich;
® proteom - informace o aminokyselino-
vych sekvencich, struktufe a funkci proteind.
Vsechna data spolu samozfejmé tizce souvise-
ji a vzdjemn¢ se dopliiuji - bez sekvenci geno-
mu bychom tézko urcovali, které geny jsou ve
studovanych tkanich exprimovany (vyjadre-
ny); data o expresi genil a sekvence proteinti
nam zas pomahaji v genomu nachazet geny.
V nasledujicich odstavcich se pokusime pfi-
blizit praci dnesnich bioinformatikti véetné
vysledki, které nam jejich usili pfineslo. Pro-
toze témat, kterd dnes bioinformatika resi, je
nepfeberné mnozstvi, zamérime se hlavné na
ta, na nichz se vyznamné podileji védci z Ces-
ké republiky.

Usporadani genti v genomu neni nahodné

Po precteni sekvence genomil prvnich euka-
ryotickych organizmii upoutalo zajem bioin-
formatikid rozmisténi genti na chromozomech.
Jesté neddvno se mélo za to, Ze rozmisténi ge-
nl na chromozomech je v zasadé¢ nahodné.
Vladla zazita predstava o tzv. trans-regulaci ge-
nové exprese - to znamena, ze transkripéni fak-
tory, které rozhoduji o tom, jaké geny budou
v dany okamzik v dané tkani exprimovany, si
v jadre vyhledaji své cilové sekvence nezavis-
le na tom, v jakém misté genomu tyto sekven-
ce lezi. Pfi takové predstavé o regulaci geno-
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vé exprese je tedy naprosto lhostejné, kde se
geny nachazeji. Védélo se sice o existenci ge-
nt, které se témto pravidlim vymykaji (napf.
Hox geny, jez u vSech organizmi poslusné le-
Zi jeden za druhym a jesté ve stejném pora-
di), ale ty byly povazovany spise za vzacnou
vyjimku. Vysledky bioinformatikt vSak tuto
vzitou predstavu nabouravaji. Ukazuje se to-
tiz, Ze geny s podobnou expresi (at uz jsou to
geny exprimované ve viech tkanich, nebo na-
opak tkanové specifické geny) maji tendenci
se v genomu shlukovat. O tom, pro¢ tomu tak
je, se da zatim jen spekulovat - mluvi se na-
priklad o mozné existenci jakychsi chromo-
zomalnich smycek, které se rozbaluji (a tim
zpiistupnuji transkripci) bud ve vsech, nebo
jen v urcitych tkanich. Geny tedy mohou byt
umistény jediné v takovych smyckach, které
jim umozni, aby byly exprimovany ve sprav-



Clanek doprovazeji snimky ,klihovych grafik” RNDr. Jifiho Hanzlika (s. 583, 585
a587). llustracni spojeni s timto ¢lankem se samo nabidlo, protoZe klihové grafiky
priSly na svét pri vyvoji kremikovych detektorui, kde pomahaly odhalovat pavod
rusivych elektrickych parametru. Poté, co odvedly a nejspis jesté odvedou kus ba-
datelské prace, se vSak vysmekly védé z rukou a zhlédly se ve vytvarnu. Predstave-
né prace jsou jen nepatrny zlomek z autorova dila, které zaujalo na mnoha mistech
ve svété (viz téz Vesmir 77, 121, 1998/3; Vesmir 80, 241, 2001/5). /SV/

ny okamzik tam, kde je to zapotiebi. Zatim
tato teorie neni ovéiena, nicméné diky bioin-
formatice mame cenné data, kterd nam vibec
néjaké teorie o fungovani bunééného jadra
umoznuji formulovat.

SeXY chromozomy

Kromé shlukovani gent s podobnou expre-
si existuje jesté jedna skutecnost, kterd na-
ruSuje ndhodné usporddani genli v genomu
- jsou ji pohlavni chromozomy (viz také Ves-
mir 84, 323, 2005/6). Dosud se predpokla-
dalo, ze soubor gent daného organizmu je
nahodné rozhazen mezi jednotlivé chromo-
zomy. Bioinformatici vSak ukdzali, Ze tento
predpoklad neplati pro chromozomy pohlav-
ni, které svym genovym obsahem jednoznac-
n¢ vybocuji z fady. Pohlavni chromozomy si
vyslouzily svoje pojmenovani diky tomu, zZe

nesou geny, které jsou odpovédné za urce-
ni pohlavi. V soucasné dob¢ se vsak ukazu-
je, ze si oznadeni ,,pohlavni® zaslouZi vic, nez
se drive predpokladalo. Vzhledem ke gentim,
jez obsahuji, to jsou totizZ opravdu sexy chro-
mozomy. Uz delsi dobu je znamo, zZe chro-
mozom Y, vyskytujici se pouze v samcich
bunkach, je obohacen o geny, které potrebu-
ji pouze samci (napiiklad geny odpovidajici
za vznik spermif). Prekvapenim vsak je, ze
i chromozom X, ktery se vyskytuje u obou
pohlavi,* m4 vyjime¢ny obsah genti. Ve srov-
nani s ostatnimi chromozomy nabizi vice
genli exprimovanych v ryze muzskych or-
ganech (napf. prostaté) nebo prekurzorech
muzskych pohlavnich bunek. Zaroven vsak
nese i vice gent specifickych pro organy Zen-
ské (placentu a vaje¢niky). Je tedy maskulini-
zovan a feminizovan soucasné. Kromé toho

1) Ekologie je véda

o usporéadanich a vztazich v Zivé
prirodé.

2) Sekvence genu (genomu) je
poradinukleotidti (A, T, G, C) ve
vlakné DNA.

3) Exprese genu je prepis
nukleotidové sekvence genu do
nukleotidové sekvence molekuly
mediatorové (informacni)

RNA, ktera popripadé mize

byt prekladana do sekvence
aminokyselin proteinu. Méné
€asto se pro expresi genu uziva
vyjddreni genu; smila je, Ze

oba terminy v cestiné evokuji
jesté dalsi vyznamy; v tomto
textu se drzime terminti exprese,
exprimovat, exprimovany.

4) Samice savcli nesou

zpravidla kombinaci pohlavnich
chromozoma XX, samci XY.
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Svitici DNA-¢ip.
Mediatorova RNA
byla izolovana z HeLa
bunék a hybridizovana
na DNA-¢ipu,

ktery obsahoval
vybrany soubor

genu kédujicich
mitochondrialni
proteiny. Pfevzato

z laboratore

Dr. Stanislava Kmocha,
(Ustav dédiénych
metabolickych poruch
UK v Praze), snimek
© A. Cizkova.

5) Recesivni mutace se projevi
pouze tehdy, neni-li v buiice
pfitomna ani jedna dominantni
verze daného genu.

6) Repetitivni sekvence
nukleotidi jsou ty, které se
v genomu mnohokrat opakuji.

Frpcpmil
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je chromozom X obohacen o geny exprimo-
vané v orgéanech, jejichz funkce se lisi u obou
pohlavi - napriklad v mozku. Proziravi evo-
luéni biologové sice tento jev predpovédéli uz
davno, nicméné diky bioinformatice byl ko-
necné prokazan.

Cily dopravni ruch na chromozomu X

Geny na svych mistech na chromozomech
nezistavaji trvale, ale ¢as od ¢asu se mohou
pfesunout na jiné misto. Jednim ze zpisobii
cestovani genil jsou retropozice (Vesmir 79, 273,
2000/5): geny se nejdiive prepiSou do mole-
kuly mediatorové RNA, kterd se muze v jad-
e volné pohybovat, a potom se zase zpétné
prepiSou do molekuly DNA, ktera se muze
zaclenit na uplné jiné misto v genomu. Pro-
toze jsou takové presuny spojeny s urcitymi
zménami v sekvenci, da se poznat, ktera ko-
pie genu je ptivodni a ktera odvozena, dili
mizeme spolehlivé urcit, odkud a kam gen
cestoval. Presné tohle vyuzil tym americkych
bioinformatikt z Chicaga, ktery sledoval pre-
suny lidskych a mysich gent. Vysledky jejich
studie ukazujf, Ze k nejintenzivnéj§imu ge-
novému st¢hovani dochazi mezi chromozo-
mem X a ostatnimi chromozomy, a to v obou
smérech. Geny se na chromozom X st¢huji
castéji nez na kterykoli jiny a zaroven tento
chromozom nejcastéji opoustéji. Jaky k tomu
maji dvod? Chromozom X ma mezi ostatni-
mi chromozomy vyjime¢né postaveni tim, zZe
samci nesou pouze jednu jeho kopii, zatimco
samice dvé. Tento rozdil zptsobuje, Ze chro-
mozom X travi dvé tfetiny svého ¢asu v sami-
cich a pouze jednu tfetinu v samcich. Geny
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prospésné pro samice tedy mohou mit zajem
presunout se na tento chromozom, a naopak
nckteré geny prospivajici samctim ho radéji
opoustéji. Jiné saméi geny zas mohou chro-
mozom X vyhledéavat, protoze jenom na tom-
to chromozomu - ktery se u samcti vyskytuje
jen v jedné kopii - se projevi i recesivni mu-
tace.® Dal$im faktorem zvysujicim migraci
genti na chromozomu X je jeho neobvyklé
chovani pfi vzniku samcich pohlavnich bu-
nck. Chromozom X se v téchto buiikach zce-
la uzavte jakymkoliv transkripénim faktortim
a takto umlcen neteéné spocivd na periferii
bunééného jadra. Jestlize se tedy na tomto
chromozomu objevi gen, ktery mé byt expri-
movan praveé pri vzniku samcich pohlavnich
bunck, musi se prest¢hovat jinam. Zkracené
feceno, protoze se chromozom X chova jinak
v samcich nez v samicich, je pro urcité geny,
jejichz funkce se u obou pohlavi lisi, atraktiv-
nim cilem a pro jiné zase zcela nevyhovujicim
mistem. To také vysvétluje jeho vyjimecny ge-
novy obsah.

Tridéni genetického harampadi

Abychom mohli analyzovat sekvence ge-
nomt vys§ich organizmi, je casto potfeba
zbavit se nejdrive repetitivnich sekvenci,S které
napiiklad u lidi zabiraji zhruba polovinu ce-
lého genomu (pro srovnani: samotné geny
okupuji jen asi 2% genomu). Vétsinou jde
o tzv. transpozony neboli skdkajici elementy,
coz jsou ,DNA paraziti®, ktefi mohou $ko-
dit, kdyz se ndhodou v genomu zacleni na
nevhodné misto, na druhou stranu vsak ci-
ni genom dynamictéjsim a umoziuji jeho



rychlejsi vyvoj. Pro usnadnéni prace s geno-
mem vyvinuli bioinformatici program zvany
RepeatMasker, ktery repetitivni sekvence do-
kaze rozpoznat a odstranit. Pomoci tohoto
programu vSak pochopitelné¢ mtzeme udé-
lat i pfesné opacnou véc - vybrat repetitiv-
ni sekvence, které jinak odhazujeme jako ne-
potfebné harampadi, a zacit je zkoumat, coz
vtbec neni jednoduchy tkol. Vétsina téchto
sekvenci totiz uz davno neni celd. Postupem
¢asu se v nich nahromadily mutace, sekven-
ce byly rozlamany a ztratily nékteré useky.
Pro srovnani si muizete predstavit skladiste
starého harampadi, jaké ma kdekdo doma
na pud¢. Tu se vali noha od stolu, blatniky
od kola, provaz, o kus dal pneumatika, kte-
ra se sem zakutélela, v osamélém supliku lezi
n¢jaké naradi, pumpicka a spouta dalsich uz
jen tézko identifikovatelnych predméta.

Presto se skupina ceskych bioinformatikt
rozhodla tento slozity systém zkoumat. Nej-
driv v ném vsak musela trochu udélat pora-
dek. Pro zacatek si vybrali jeden typ trans-
pozonli a zmapovali polohu vsech jeho
elementt (véetné neuplnych) v lidském geno-
mu. Jednotlivé fragmenty potom poskladali
dohromady a rekonstruovali jejich ptivodni
podobu, coz pro nase pfirovnani znamena
totéz jako vytvorit obrazek domacnosti pred
dvaceti lety podle harampadi z ptdy.

Dnes uz jsou informace o transpozonech
zaclenény do celosvétové nejvice pouzivané-
ho prohlizece genomt Ensembl. Znalost jejich
rozmisténi v lidském genomu nam sice netek-
ne nic o nas samotnych, protoze transpozo-
ny skoro neovliviiuji naSe vlastnosti. Mohou

vSak ledacos prozradit o struktufe chromozo-
mu. Vi se totiz, Ze ani rozmisténi transpozonti
v genomu neni ndhodné, ale do zna¢né mi-
ry kopiruje zptisob usporadani vlakna DNA
v chromozomu.

Informace o genové expresi

Kromé samotné nukleotidové sekvence genti
potfebujeme casto informaci o tom, ve kte-
rych tkanich jsou jednotlivé geny exprimova-
ny. To ze sekvence pochopitelné nevycteme,
ale nastésti uz ani v tomto pfipad¢ nemusime
brat do ruky pipetu a délat experimenty, pro-
toze je nckdo udélal za nés. V soucasné do-
bé se data o genové expresi ziskavaji nejcas-
téji pomoci DNA-Cipti (nebo-li mikroarrays)
a metodou zvanou SAGE (sériova analyza
genové exprese), které umoznuji analyzo-
vat expresi velkého mnozstvi genti zdrovei.
DNA-¢ipy jsou sklenéné desticky, na jejichz
povrchu jsou ukotveny kousicky DNA. U ce-
logenomovych ¢ipt jde o useky vSech zna-
mych genti daného organizmu.

Pokud chceme védét, které z genil jsou ex-
primovany tfeba v jatrech, staci z jater izo-
lovat molekuly mediatorové RNA, oznacit
je néjakou fluorescenéni barvickou a nechat
hybridizovat na DNA-Cipu. Molekuly medi-
atorové RNA se pfi tom navazou na odpo-
vidajici kousky DNA (spoji se spolu - hybri-
dizuji - komplementarni tseky nukleovych
kyselin). Po odmyti nenavazané mediatoro-
vé RNA zjistime podle intenzity fluorescence,
ktera ¢ipova DNA se spojila se zkoumanou
mediatorovou RNA, coz zaroven odhali ge-
ny exprimované ve zkoumané tkani. Pochopi-

vice na www.vesmir.cz I
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Postup pfi analyze
genové exprese
pomoci DNA-¢ipu.
Na obrazku je priklad
dvoukanalového
systému, pri némz se
porovnava exprese
genti ve dvou vzorcich
- v analyzovaném

a kontrolnim.
Molekuly mediatorové
RNA z obou vzorkt
jsou oznaceny

dvéma raznymi
flourescenénimi
barvickami

(obvykle zelenou

a ¢ervenou), smichany
a hybridizovany na
Cipu. Kazda tecka na
Cipu predstavuje urcity
gen. Pomér intenzit
cerveného a zeleného
signalu jednotlivych
tec¢ek odpovida zméné
genové exprese mezi
obéma vzorky. Sviti-li
tecka vice ¢ervené,
znamena to, Ze dany
gen je exprimovan
vice ve zkoumaném
vzorku nez ve vzorku
kontrolnim. Naopak,
pokud sviti tecka

vice zelené, dochazi

u naseho vzorku

k poklesu exprese
oproti kontrole. Na
Cipech je obvykle
umisténo az nékolik
desitek tisic tecek

(u nékterych
komerénich Cipl i pres
milion a odpovidaji
gentim z celého
lidského nebo

mysiho genomu).

Pro vyhodnocovani
Cipl se pouzivaji
specializované
statistické programy.

7) Geneticky kod je soubor
pravidel, podle nichZ je sekvence
nukleotidi mediatorové

RNA prekladana do sekvence
aminokyselin v proteinu.

analyza dat,
klasifikace genti
podle jejich exprese

telné v8ak dostaneme informaci pouze o téch
genech, které jsme si predtim na sklicko pfi-
chytili (viz obr. na s. 584 a 586).

Metoda SAGE je sice o trochu pracnéjsi,
zato vSak poskytuje informaci o expresi tpl-
n¢ véech gent, i téch dosud neznamych. Jeji
princip spociva v tom, Ze se z kazdé jednot-
livé molekuly mediatorové RNA vystfihne
jeden kratky tusek (14-21 nukleotidd), tyto
useky se potom pospojuji a jako celek sek-
vencuji. Usek 14-21 nukleotidii je uz dostateé-
n¢ dlouhy na to, abychom poznali, z jakého
genu pochazi. SAGE neposkytuje informaci
jen o tom, jaké geny jsou v danych tkanich
aktivni. Diky tomu, Ze je z kazdé molekuly
medidtorové RNA vystfizen pravé jeden kou-
sek, dostaneme informaci i o intenzité geno-
vé exprese.

Data o genovych expresich, sekvencich ge-
nl a genomi a informace o funkci genovych
produktii jsou ulozZeny ve vzajemné propoje-
nych verejné pristupnych databdzich. Jedna
z téchto databézi je také spravovana v Ces-
ké republice. Shromazduji se v ni verejné do-
stupna data vytvorend metodou SAGE z my-
$ich tkani a bunéénych linii. Diky tomu, Ze
jsou data z rtznych laboratori zpracovana
jednotné a shromazdéna na jednom misté,
lze je snadno prohledavat a analyzovat.

Soutéz o proteinovou strukturu

Sekvence genu ani informace o jeho expre-
si nadm jeSté nic netfikaji o tom, jak dany ge-
novy produkt - protein - v bunce funguje.
K objasnéni funkce proteinu na molekularni
urovni totizZ potfebujeme znat jeho trojroz-
mérnou strukturu. To je dtlezité napriklad
tehdy, chceme-li proti uréitému proteinu na-
vrhnout jako 1é¢ivo malou molekulu, ktera
by néjak ovlivnila jeho funkci. Zatim bo-
huzel nebyl objeven zpisob jak z aminoky-
selinové sekvence odvodit prostorové uspo-
radani urcitého proteinu. Tento problém,
nazyvany také sbalovdni proteini, je pro struk-
turalni biology ohromnou vyzvou skoro pa-
desat let a je jisté, ze rozlusténi ,sbalovaci-
ho kédu” bude pro rozvoj biologie podobné
prelomovou udalosti, jako bylo rozlusténi
kédu genetického.”

Zatim vSak nezbyva nez urcovat struktury
proteindl experimentalné. NejcastéjSim po-
stupem je vytvoreni krystalické formy pro-
teinu a vypocitani vzddlenosti mezi jednot-
livymi atomy v krystalu podle toho, jak jim
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prochazeji rentgenové paprsky. To je ovSem
prace dost zdlouhavd a naro¢na. Proto se
strukturdlni biologové neprestavaji povzbu-
zovat pifi vyvijeni programii pro predikci
prostorového usporadani proteinti a kazdé
dva roky organizuji mezinarodni soutéz o to,
komu se podati spravné predpovédét struk-
turu proteinu, kterd v té dobé¢ byla vyresena
experimentdlné, avSak pro potreby zminéné
soutcze ziistala v tajnosti.

V soucasné dobé je jiz vyreseno vice nez
30 tisic proteinovych struktur. Kazdy protein
pritom nemusi mit vzdy jen jednu strukturu
- napiiklad pro proteazu viru HIV, nejstudo-
vanéj§i protein vitbec (Vesmir 80, 332, 2001/6),
zname uz 250 rtznych trojrozmérnych uspo-
fadani. Protedza HIV je nezbytnym enzy-
mem pro mnozeni viru HIV, a je tedy jednim
z cild pfi hledani tcinné 1é¢by aidsu. Vytvore-
ni 1é¢iva, které by ucinné zablokovalo funkci
této protedzy, vSak komplikuji mutace, jejichz
vinou protedza ¢asto méni tvar své vazebné
dutiny, a unika tak acinku navrzenych 1é¢iv.
Hledéani univerzalniho 1é¢iva schopného blo-
kovat vSechny varianty enzymu by vSak moh-
la usnadnit specialni databaze, kterd obsa-
huje vSechny znamé trojrozmérné struktury
proteazy HIV. Na jejim vybudovani se podi-
leli také cesti bioinformatici.

Pro¢ nemit strach z FOBIE

Bioinformatika je dnes obsahlou védou zaby-
vajici se sestavovanim biologickych databa-
zi, vytvatenim nastroji pro analyzu sekvenci
DNA a proteinti, zpracovanim dat o expresi
geni, studiem usporadani gend v genomech
a jejich evoluci, stanovenim struktury biolo-
gickych makromolekul ¢i modelovanim me-
tabolickych drah. V neddvné dobé vzniklo
v Ceské republice sdruzeni FOBIA (Free &
Open Bioinformatic Association), které by-
lo zaloZeno jako sekce Ceské spolecnosti pro
biochemii a molekularni biologii. Sdruzeni
FOBIA by mélo umoznovat kontakty a spo-
lupraci mezi ¢eskymi védci, ktefi se zajima-
ji o rtizna odvétvi bioinformatiky. Zajemci
o ¢innost sdruzeni se mohou prihlasit na in-
ternetové adrese Attp://fobia.img.cas.cz nebo se
mohou zucastnit vefejné pristupnych predna-
$ek, které FOBIA poiada obvykle jednou za
mésic. B
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