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Hmotna podstata genetickych informaci —
nukleoveé kyseliny

The Substance of Genetic Information — Nucleic Acids

Brdic¢ka R.

Souhrn

V historii molekuldrni genetiky, nezahrnujeme-li do ni samé pocatky identifikace nukleovych Autor deklaruje, Ze v souvislosti s pfedmétem
kyselin po poloviné 19. stoleti a poznatky o dédi¢nosti béhem nasledujicich cca 70 let, mizeme studie nema zadné komercni zajmy.

za skutecné prdlomovou dobu v této oblasti povazovat konec druhé svétové vélky, kdy byly The author declares he has no potential
za hmotnou podstatu dédi¢nosti uznany nukleové kyseliny. Jako téméf vzdy se vyzkum, zpo- conflicts of interest concerning drugs, products,
¢atku pomaly a ,tapajici’, postupné rozbéhl takovou rychlosti a zaplavuje nas neustale takovym or services used in the study.

mnozstvim informaci, Ze je jiz nesta¢ime dostate¢né dikladné zpracovat a nalezité vyuzit. Cas Redakeni rada potvrzuje, Ze rukopis prace
od ¢asu se zdalo, ze o struktufe nukleovych kyselin jako nositelkach genetickych informaci spnil ICMJE kritéria pro publikace zasilané do
vime jiz vie, abychom se zakratko presvéddili, ze vime sice leccos, ale zdaleka to neni dosta¢u- biomedicinskych ¢asopist.

jici. Dal3iho obrovského pokroku jsme doséhli poznanim struktury molekul deoxyribonukleové The Editorial Board declares that the manuscript

met the ICMJE “uniform requirements” for

kyseliny a také nukleotidové sekvence vsech jejich molekul v nasich bunkach, ¢imz jsme ko-
biomedical papers.

necné presli do tzv. postgenomické faze. Poznanim nukleotidové sekvence vyzkum lidského
genomu neskoncil, zvlasté v oblasti mezigenovych vztahd, regulacnich procest, vnéjsich vliv(,
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Summary

If we look at the history of our knowledge of nucleic acids, we would see in the distant past
of 140 years Friedrich Miescher who had identified the acidic substance within the cell nu-
cleus, which he called nuclein. About 70 years after his initial observation, this substance was
connected with genetic information. This very substantial finding happened during the World
War II. This was the impulse that research of nucleic acids received to speed up continuously
growing mountain of information, which is more and more difficult to understand. Another
eruption of new information about our genome was the result of ten years of intensive cooper-
ation of many manufacturers divided into two competitive blocks which offered us knowledge
of nucleotide sequence of all 46 DNA molecules. The year 2000 became the landmark marking
the start of the postgenomic era. It did not mean that human genome was totally explored, but
the cornerstone has been settled. Since then, we could concentrate our efforts on variability;
use of the project of 1,000 genomes brought many important findings, eg. copy number vari-
ability (CNV) exceeds the single nucleotide polymophisms (SNP). Also intergenomic relation-
ships, studies on function and pathways began to be much more understandable by elucida-
tion of the genome primary structure. NGS as a tool also accelerated the epigenetic research.
All this improved molecular diagnostics by discovering many new markers playing their role
in disease and treatment and allowed us to enter the field of multifactorial illnesses including
cancer. The progress in diagnostic technologies which has happened during the last decade
forced our research teams to include other professions — eg. bioinformatics.
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Vychodiska

Pfi povidani o nukleovych kyselinach je
nezbytné smifit se s rizikem, Ze pro né-
koho pujde o zcela zbytecné sdéleni,
v némz neshleda nic nového, natoz za-
jimavého. Pfesto je mozné spolehnout
se na $tastnou nahodu, ktera pfinese au-
torovi ¢tenare, ktery tam néco nového
najde.

Pfipomeneme-li si tolikrat opakova-
nou a studentlm vstépovanou histo-
rii, pak o nukleovych kyselindch vime jiz
témér od poloviny 19. stoleti, tedy od
doby, kdy Smetana skladal Libusi a kdy
zacinala stavba Narodniho divadla. Na
Miescherlv objev ,kyselych” latek v ja-
drech bunék z roku 1869 navazali az
Avery, MacLeod a McCarty a v roce 1944
spojili nukleové kyseliny s genetickou
informaci.

A posléze jiz s védomim, Ze jde o latku
spojovanou s dédi¢nosti, James Dewey
Watson, Francis Crick a Maurice Wilkins
vytvofili prostorovy model struktury
DNA. Neslechetné opomenuti zasluh je-
jich spolupracovnice Rosalindy Frankli-
nové kritizovala fada odbornikd.

V zivych zivocisnych bunkach, a tedy
i v lidskych, se nukleové kyseliny vysky-
tuji ve dvou zékladnich podobach, a to
jako deoxyribonukleové (DNA) a jako
ribonukleové (RNA) kyseliny, které se
navzajem lisi v mnoha smérech. Po
strdnce strukturni, coz trochu vyplyva
jiz z ndzvu, jde o odlisnost cukerného
zbytku a kromé toho se lisi i pfitomnosti
jedné dusikaté baze odvozené od pyri-
midinu.V fetézcich DNA je pfitomen thy-
min, kdezto v RNA uracil. Odlisnosti jdou
viak jesté dale: zatimco u DNA vétsinou,
a dd sefici, Ze dokonce pravidelné, sesta-
vaji jeji molekuly ze dvou antiparalelné
uloZenych fetézcl navzéjem spojenych
vodikovymi vazbami mezi dusikatymi
bazemi podle pravidla komplementa-
rity (A-T, C-G), molekuly RNA jsou,jedno-
retézcové” V jadre buriky se tyto velice
dlouhé molekuly DNA vyskytuji v line-
arni podobé namotané na bilkovinné
civky histoni a mnohonasobnym stoce-
nim v prostoru jsou uspofadané tak, ze
v podobé chromozoml (chromatid) se
mohou bez problému pohybovat uvnitf
bunék pfi jejich déleni.

Mimo jadro se v bunéc¢né cytoplazmé
vyskytuji dvouretézcové molekuly DNA

v mitochondriich v cirkularni podobé. Je-
jich délka vyjadfena poctem zékladnich
jednotek - nukleotidl - je nepomérné
kratsi nez u molekuly jaderné DNA a od-
povida Sestndcti a pul tisici nukleo-
tidd. (Na rozdil od jadernych molekul,
kdy napt. odhadovany pocet nukleo-
tidd molekuly DNA sloZené v prvnim -
a nejvétsim - lidském chromozomu je
cca 220 milion0 nukleotid(.)

Na rozdil od jadernych molekul, které
se vyskytuji v parech, coz odpovida
chromozom@m, vyskytuji se molekuly
mtDNA v burice ve velkych poctech do-
sahuijicich tisica.

DNA miZeme povazovat za nositelku
genetické paméti, z niz jsou informace
uvolriovény podle potieby. Tato pamét
je kopirovéna pfi replikaci, aby mohla
byt pfenesena do nové vznikajici buriky.
Pti déleni bunék, kdy z jedné vzniknou
buriky dvé, se o nové sestavenou DNA
obé podéli tak, Ze ziskaji vlastné smés
staré a nové DNA. ZpUsob replikace je
pochopitelné odlisny, jedné-li se jader-
nou DNA, nebo mtDNA.

Uvolnovéni informaci z DNA se déje
prostfednictvim jednofetézcovych mo-
lekul RNA. Jejich syntéza vyvola nezbyt-
nost rozvolnéni dvouretézcové struktury
DNA v¢éetné uvolnéni z histonového no-
sice. Procesem oznacovanym jako trans-
kripce vznika jednoretézcova molekula
RNA, ktera odpovida jednomu z fetézcl
DNA. Je oznacovéana jako mRNA (ang-
licky messenger RNA). Pro ¢eské nazvo-
slovi byl plivodné vybran termin ,infor-
macni’, dnes ,mediatorovd” RNA. Jeji
dalsi osud byva slozity, a nez se stane
pouzitelnou pro translaci = proteosyn-
tézu (mame-li na mysli proteinotvorné
geny), jsou nékteré jeji ¢asti odstra-
nény - ty, které odpovidaji v DNA tzv.
intronam - zbylé jsou spojeny do jedné
molekuly, ktera navic ziska na svém za-
¢atku zvlastni strukturu oznacovanou
jako cepicka a na svém konci obvykle
homopolymerni Usek v podobé polyA
(adenin). Tim ovsem jeji Upravy nekondi,
stejné jako otazka jejiho pouziti k trans-
laci. Vedle jiz v ramci proteosyntézy uve-
dené mRNA jsou k ni zapotiebi molekuly
dalsich typl RNA, z nichz nékteré jsou
soucasti ribozomU (rRNA), a molekuly,
jejichz ukolem je pfinaset do ribozomu
aminokyseliny transferové RNA (tRNA).

V jejich molekuldch jsou specifickd mista
vytvérejici vodikové vazby, ¢imz v jejich
molekulach vznikaji useky ptipomina-
jici dvouretézcové molekuly DNA, ale vy-
tvorené v tomto pripadé jedinym fetéz-
cem, ktery se dostane do antiparaleni
polohy a obtaci se sam kolem sebe. Jiné
¢asti molekuly tRNA zUstavaji v jedno-
fetézcové podobé a umoznuji jak nava-
zani urcité aminokyseliny, tak vytvoreni
vodikovych vazeb k molekule mRNA. Za
takovou sekvenci je povazovan sled t¥i
nukleotidd, tzv. antikodon. Ten odpo-
vida kodonu, ktery je v mRNA predstavo-
van také sekvenci tfi nukleotidd. Protoze
aminokyselin je zhruba tfikrat méné, nez
kolik miZzeme vytvofit kodont (4%), jsou
nékteré kodony s rliznou sekvenci ur-
ceny pro stejnou aminokyselinu (midze
jich byt az 6). Je to umoznéno zvlastni
vlastnosti antikodonu vysvétlovanou
tzv. kolébkovou hypotézou. Tak vznikl
pojem degenerovaného kédu.

Proces realizace genetické informace
je regulovan jiz na samém uvolfiovani
informace z genetické paméti - regulace
transkripce - a vedle informace o struk-
tufe finalniho produktu je v DNA fada
sekvenci, které tuto transkripci ovliviuiji,
mohou byt umistény v téze DNA mole-
kule (v poloze CIS) nebo v jiné molekule
(v poloze TRANS). Ty obvykle pouzivaji
bilkovinné molekuly jako zprostiedko-
vatele svého ucinku - transkripcni fak-
tory. O funkéni zdatnosti rozhoduji
i zmény, které sice neméni primarni
strukturu DNA, ale nékteré z bazi premé-
nuji na jejich derivaty napf. tim, Ze je me-
tyluji (cytosin na metylcytosin) [1]. Tyto
~€pigenetické” Upravy se mohou prena-
Set mezi generacemi anebo k nim do-
chazi obdobné, jako vznikaji somatické
mutace - postihuji jen nékteré buriky,
respektive tkané [1-3]. Podobné se méni
i bilkovinny nosi¢ DNA chromatin, jehoz
Upravy mohou byt jesté pestiejsi.

Na cesté k realizaci informace obsa-
zené v DNA ke kone¢nému produktu
se vsak také uplatiuje fada regulac-
nich mechanizmd, které jsou namiteny
az proti mediatorové RNA - nedovoli,
aby mRNA k procesu translace dospéla.
Pritom se uplatnuji drobné molekuly
RNA, tzv. mikroRNA (miRNA), které zpu-
sobi rozpad mRNA. Téchto ,nekdéduiji-
cich” RNA je veliké mnozstvi a uplatiuji
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se v rliznych zpUsobech regulaci béhem
realizace genetické informace [4-71.

Pretvoreni primdrniho transkriptu
v molekulu RNA, kterd mUze byt pouzita
k translaci, je slozZity proces, v némz za-
sadni roli hraje vynéti intronovych sek-
venci a pospojovani sekvenci exonovych
(proces sesttihu), coz je zaroven spojeno
s jejich vybérem. To umoznuje, aby z jed-
noho,genu” vznikalo vice produktd.

Na cesté od genetické paméti k jeji re-
alizaci je tak mnoho mist, ktera mohou
byt zdrojem raznych poruch a odpovi-
dat za zmény ve fenotypu jak jednot-
livych bunék, tak celého organizmu.
Vznikla tim kategorie tzv. RNA nemoci,
které byvaji pravé projevem poruchy se-
stfihového mechanizmu [8,9].

Kromé nukleovych kyselin pfitom-
nych v bunkach nachazime v posledni
dobé diky modernim detekénim meto-
ddm nukleové kyseliny i mimo buriky,
z hlediska lidské diagnostiky jsou nam
k dispozici napt. v krvi — v krevni plazmé.
Domnivame se, ze jde o DNA uvolnénou
z rozpadajicich se odumfelych bunék,
DNA, kterd byla rozbita procesy souvi-
sejicimi s uhynem bunék, napf. apopt6-
zou vyvolanou nejrliznéjsimi vnitfnimi
i vnéjSimi pficinami.

Povidani o nukleovych kyselinach
a v nich uloZenych genetickych informa-
cich je v nasem pfipadé nezbytné do-
plnit o metody, ktery maji medicinsky
vyznam.

Metody

Jedna z prvnich metod se opirala o sku-
te¢nost, ze prakticky kazdy z nds ma
svou vlastni genetickou pamét, ktera se
do jisté miry lisi od paméti ostatnich lidi.
Molekuly DNA, byt zna¢né podobné, ne-
jsou na urovni sekvenci nukleotidud zcela
identické. V rdmci lidské populace exis-
tuje ur¢itd variabilita. Vzajemné od-
chylky mohou byt velmi vzacné, nebo
pomérné casté. Vznikly béhem evo-
luce a vznikaji neustale. Mlzeme tedy
prohlésit, Zze lidsky genom jako sou-
bor viech nasich molekul DNA je varia-
bilni a proménlivy. Genetickd diagnos-
tika v dobé, kdy jesté neznala jednotlivé
geny, byla schopna diky uréeni variabil-
nich mist spojit DNA s urcitym fenoty-
pem - z hlediska dédi¢nych chorob hle-
dat misto v genomu, které s rozvojem

choroby souvisi [10]. Vyuzivala k tomu
tzv. genetické polymorfizmy, tedy varia-
bilitu na drovni DNA, kterou bylo mozno
odhalit pouzitim bakteridlnich enzymd,
které jsou schopny velice specificky sté-
pit DNA (restriktazy), ¢imz vznikaji Useky
(fragmenty), jejichz velikost zavisi praveé
na vyskytu pro dany enzym typické sek-
vence — obvykle o rozsahu nékolika
malo nukleotidl. Proto tato metoda vy-
uzivala tzv. polymorfizmus restrikénich
fragmentd (RFLP). Polymorfizmem je
oznacovana variabilita, kdy vyskyt méné
Casté varianty presahuje 1 %. V urcitych
situacich ndm tento pfistup slouzil do-
nedavna [11]. Mél tu vyhodu, Ze o kon-
krétni zméné, kterd je odpovédnd za
dany fenotyp, jsme nemuseli védét vic,
nez to, kde se pfiblizné v genomu na-
chazi. Nevyhodou bylo to, Ze ne vzdy se
podafilo najit vhodné variabilni misto.

Tyto metody vSak mély znacné naroky
na mnozstvi DNA, které bylo pro analyzu
nezbytné, a proto se napf. odbéry krve
pohybovaly v desitkach mililitrG. | kdyz
jsme méli od samého zacatku k dispo-
zici zpUsob izolace DNA (tzv. fenolovou
metodu), kterd byla po strance kvanti-
tativni i kvalitativni velice G¢inna a ta-
kovou zUstala do dneska, nékteré dalsi
postupy, které postupné mizi v davno-
véku nasi paméti — elektroforetické dé-
leni fragmentd, pfenos a upevnéni frag-
mentd na membrany, hybridizace se
znacenymi (plvodné radioaktivnimi izo-
topy fosforu) sondami, zachyceni za-
feni na citlivém rentgenografickém ma-
teridlu a jeho vyvolani - jiz zdaleka tak
ucinné nebyly.

Ohromnym metodickym pfinosem
se stala fetézovd polymerazova reakce
(PCR), ktera zdsadné zménila nase na-
roky na potifebné mnozstvi DNA, takze
dnes teoreticky vysta¢ime s mnozstvim
DNA obsazenym v jedné jediné burice.
Pti rutinni diagnostice vychazime vétsi-
nou z mnozstvi vétsiho, ale uz nejsme
omezeni na bilé krvinky jako hostitelky
DNA v krvi, ale mUzeme opustit inva-
zivni pfistup a jako vzorek pouzit tfeba
bukalni stér.

Dnes disponujeme Sirokou paletou
metod, kterymi mGzeme lidsky genom
ohledavat. Na jejich vrcholu se nepo-
chybné nachazi celogenomova sekve-
nace, jejiz u¢innost se neustale zvysuje -

to vede ke zkracovani potfebného ¢asu
i snizeni nakladd. Postupné, jak se dafilo
diky sekvena¢nim metodam odhalovat
jednotlivé geny a jejich strukturu, pre-
vladly v lékafské genetické diagnostice
techniky schopné provadét velké mnoz-
stvi analyz soucasné — ,biocipy”. Jest-
lize klasickd PCR byla schopna mnozit
jen jednu nebo nékolik mélo cilovych
Usekd DNA v jedné reakci a klasicka San-
gerova sekvenace s detekci kapilarni
elektroforézou jen usek 500-1 000 nuk-
leotidll, pak soucasné pristroje diky vy-
uziti principu, na jehoz bazi se vyvinula
technologie ¢ipl, zvysily svou kapa-
citu mnohonasobné - RainDance kap-
kova technologie dovoluje momentélné
probéhnuti 10 000 PCR reakci soucasné
(http://www.raindancetech.com/video/
/default.asp) a nékteré sekvenacni pii-
stroje tzv. 2. generace jsou schopny pro-
dukovat béhem jednoho béhu i vice nez
600 Gb (gigabazi). Jejich vykonnost ne-
ustale stoupad, a dokonce byla na trh
uvedena jiz generace treti, ktera signa-
lizuje, Ze cile v podobé snizeni nakladd
na 1 000 USD za jednu celogenomovou
sekvenaci bylo jiz dosazeno.

Zaveéry
Soubézné s timto technickym pokrokem
se posunulo vpfed i nase nazirani na
genom a jeho pfipadnou patologii [12].
Od plvodniho hledani odpovédnych
genl s vytipovanim tzv. kandidétnich
gen( a asociac¢nich studii u jednoduse
dédicnych poruch jsme postupné za-
cali hloubat nad genetickymi pfic¢inami
stavll se sloZitou genetickou podstatou
(dnes i prostfednictvim celogenomo-
vych asocia¢nich studii - WGAS) a ana-
lyzovat podil genetické slozky tzv. civi-
liza¢nich chorob [13,14]. Dnes jizZ méné
casto hledame geny, jejichz vztah k fe-
notypu je natolik jednoduchy, ze jsme
je zafadili mezi choroby s tzv. mendlov-
skou dédi¢nosti, ale snazime se identifi-
kovat ,markery” — Useky genomu, které
néjakym zptsobem (a po ném patrame)
ovliviiuji fenotyp [15,16]. To plati i o so-
matickych mutacich odpovédnych za
onkologickd onemocnéni, kdy indikato-
rem i cilem naseho terapeutického sna-
Zeni byva pravé fenotyp [17].

A i kdyz se poustime do analyzy cho-
rob s komplexni dédi¢nosti, stadle nam
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zbyva nékolik tisic patologickych znak,

jejichz pficinu se nam na Urovni genomu
jesté nepodatilo odhalit, prestoze se zd3,
Ze jejich dédi¢nost by neméla byt pfilis
slozita.V molekularni diagnostice se diky
novym technologiim dokazeme spokojit
i s DNA jedné jediné buriky [18].
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