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netiky, které se zabyva studiem bakterii na drovni celého jejich genomu,
tedy na drovni jejich kompletni sekvence DNA. Rozvoj bakterialni geno-
miky jako nastroje pro studium bakterif umozZnily aZ pokroky v automa-
tické sekvenaci DNA a v pocitaovém zpracovédni sekvenaCnich dat.
Bakteridlni genomika tak — alespoii Gaste¢né — t&zi z projektu HUGO,
z projektu sekvenace lidského genomu, ktery byl nastartovan nékolik let
pfed uvefejnénim prvniho bakteridlniho genomu. Kompletni sekvence
bakteridlniho genomu (pofadi vSech bazi v bakteridlni DNA) je jak prv-
nim krokem genomického piistupu, tak i krokem, ktery nezbytné€ pied-
chazi pouZiti metod dalSich. Se znalosti kompletni sekvence DNA je moz-
no vyuzit metody funk&ni a komparativni genomiky. Funk&ni genomika se
zajima o to, jak zjistit funkci gend, o kterych zatim neni nic znamo, jak ty-
to geny funguji za zménénych podminek a jak navzdjem interaguji jejich
genové produkty. Komparativni genomika pak srovnava genomy piibuz-
nych bakterii, které se zpravidla 1i§i v néjakém podstatném znaku, napf.
jeden kmen je virulentni a druhy nikoliv. Oba tyto zakladni pfistupy se na-
vzajem dopliiuji a pfekryvaji: funkci genu 1ze odhalit na zakladég tdaja zis-
kanych komparativni genomikou a naopak funkéni genomika miZe upo-
zornit na dileZity geneticky rozdil mezi kmeny. Oba piistupy pfitom pou-
Zivaji 1 fadu spoleénych experimentdlnich pfistup.

Kromé& genomové sekvenace jakoZto zdkladni metody pouZivad geno-
mika Fadu postupl dalSich. Je to analyza in silico, pocitaové vyhodnoce-
ni ziskané sekvence, které se pouZiva pro identifikaci gent, hledani ho-
mologii mezi genomy dal§ich bakterii, pfedpovédi genovych funkci, bu-
nécné lokalizace genovych produktd, identifikaci regulanich mist,
promotorti,” genetické ,heterogenity” na chromozomu, identifikace po-
hyblivych elementll v DNA, opakujicich se sekvenci atp. Jak rostou naSe
znalosti v bakteridlni genetice a genomice, zpTesiiuji se i pocitatové algo-
ritmy, které geny odhaluji a pfedpovidaji jejich funkce i to, jak jsou tyto
geny regulovany.

Dal8im vyznamnym nastrojem studia bakteridlnich genomi je technika
DNA ¢ipt, kterd umoZiiuje sledovani exprese (tedy funkéni aktivity genit)
vSech genidl daného organismu v jednom jediném experimentu. Podstatou
metody je hybridizace DNA (Southernova hybridizace), kterd na rozdil od
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experimentd genetickych neprobihé pro jeden nebo nékolik genti, nybrz
pro viechny, ev. témé&f vSechny geny daného organismu. Tento pokrok
umozZnila miniaturizace a nove vyvinuté techniky povrchové modifikace
skla, které umoZiiuji efektivni vazbu DNA (hybridizace jednotlivych genti
probihd na kruhové plofe o priméru v fadu desetin milimetru). Celkova
plocha Cipu (ktery je zpravidla ,,vyti§t€n“ na podloznim mikroskopickém
skle) je pak pfiblizn¢ 1 cm?® a Cip obsahuje az 40.000 hybridiza¢nich plo-
Sek (obr.1).

Obr. 1. DNA &ip obsahujici 3.600 hybridizacnich ploch reprezentujicich
viechny geny plvodce syfilis, Treponema pallidum subsp. pallidum .

Tato metodika umoZiiuje nejen sledovani zmén v genové expresi bak-
terii Zijicich za riiznych podminek (obr. 2), ale i rychlé srovnavéani geno-
mit blizce piibuznych bakteridlnich kmend. Navic je moZné sledovat
i odezvu lidskych genti v populacich bunék zasaZenych bakteridlni infek-
ci a v populacich bunék zneSkodiiujicich infekci. PfedbéZné vysledky po-
tvrzuji, Ze se behem bakteridlni infekce méni nejen exprese genll pato-
genniho mikroorganismu, ale Ze i hostitelsky organismus reaguje na inva-
dujici bakterie ,,zapindnim a vypindnim" né€kterych svych geni.

Historie bakteridlni genomiky je pom&mé kratk4, zacind v roce 1995,
kdy byla uvefejnéna kompletni sekvence prvniho bakteridlniho genomu.
Touto bakterii byl Haemophilus influenzae, bakterie, ktera zplsobuje ce-
lou fadu infek&nich onemocnéni u €lov&ka, od onemocnéni dychacich cest
u dospélych, které doprovazi primérni virové onemocnéni, aZ po zdvazné
a Zivot ohroZujici onemocnéni u déti. Dnes je dokonéeno nebo t€sné pred
dokonéenim vice nez 200 bakteridlnich genomi a dalsi sekvenované ge-
nomy je moZzno brzy ofekavat.
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Kontrolni buniky Experimentalni buiiky
(napt. patogenni bakterie v hostiteli) . ~g——- (napf. patogenni bakterie mimo hostitele)

izolace mRNA izolace mRNA
znateni cDNA barvivem Cy3 znacCeni cDNA barvivem Cy5
DNA ¢ip

odeget &ipu ve vlnové délce barviva Cy3 a Cy5

Obr. 2. Schéma hybridizagniho experimentu na DNA &ipu. Informaéni RNA (mRNA)

vznikd piepisem genu a podet mRNA molekul v bufice je tak mirou funkéni aktivity

genu. cDNA vznikd reverznim prepisem z mRNA v podminkdch in vitro a jeji mnoz-
stvi presné odpovidd mnoZstvi pévodni mRNA. PFi tomto pFepisu se navic cDNA
,nabarvi* vhodnym fluorescenénim barvivem. Pro kazdou hybridizaci se odecte
signdl z kandlu Cy3 a Cy5 a pomé&r intenzity fluorescenéniho zéfeni obou kandli
predstavuje pomér koncentraci mRNA v kontrolnich a experimentdlnich bufikdch

(a tim relativni zménu v expresi daného genu).

Jak se vlastng sekvenace bakteridlniho genomu provéadi? Princip dnes
pouZivané genomové sekvenace spo¢iva ve fragmentaci genomu na po-
mérné malé kousky (o délce cca 500 — 2.000 nukleotidd) a jejich klono-
vani (namnoZeni) do vektort (vektory jsou modifikované plasmidy vhod-
né pro klonovani DNA). Tento postup se oznaluje jako tzv. konstrukce
DNA knihovny a jednotlivé klony DNA knihovny jsou pak sekvenovany
z obou koncil vloZené (klonované) DNA. ProtoZe klonovani jednotlivych
fragmenti DNA do vektoru je ndhodné, je také ndhodné sloZeni DNA kni-
hovny z hlediska fragmentit DNA, které obsahuje. Stejné tak je i ndhod-
né, které fragmenty DNA bakterie budou sekvenovény. ProtoZe se klony
navzajem prekryvaji, je tfeba sekvenovat mnohem vice klond neZz v pii-
padé, kdy bychom znali pozici jednotlivych klonit na chromozomu bakte-
rie. Na zaCitku sekvenagniho projektu se odhadne, kolik sekvenacnich re-
akci je tfeba provést, a vyslednd sekvence genomu se sestavuje az po do-
kon&eni potfebného podtu sekvenacnich reakei. Z metodickych divodi je
délka Cteni sekvenalni reakce omezena; primérnd délka Cteni jedné reak-
ce je okolo 500 nukleotidi. (Ve stadiu experimentalnich zkouSek jsou uZ
sekvenacni postupy, které toto omezeni nemaji a které — pokud budou
tisp&%né — zpiisobi revoluci v sekvenaci nejen genomi bakteridlnich, ale
i genomil eukaryontnich organismil.) MnozZstvi sekvenacnich reakci, kte-
ré je tfeba provést k sekvenaci genomu bakterie, 1ze odvodit z pfedpokla-
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dané velikosti genomu bakterie a z faktu, Ze pomoci ndhodné sekvenace
Je tieba pieCist kaZzdy nukleotid pfiblizné desetkrat. Napiiklad pro zmitio-
vany H. influenzae, ktery méa genom o velikosti 1,8 Mb (1.800.000 pért
bazi), je polet potfebnych sekvenalnich reakci 1.800.000 : 500 x 10 =
36.000. Tento pocet reakci pfedstavuje méné neZ polovinu jednodenni ka-
pacity velkych sekvenaCnich center, kterych je po sv&i€ n&kolik.
Sekvenaci bakteridlniho genomu tak lze teoreticky provést za jeden jedi-
ny den. DokonCovaci faze pivodniho ndhodného sekvena¢niho pfistupu
v8ak pfedstavuje préci pro tym zkuSenych pracovnikil na rok a ¢asto i na
dobu delsi. Je tfeba zejména sekvenovat mista chromozomu bakterie, kte-
rd z n€jakych divodi sekvenovana nebyla (n&které dseky nebyly sekve-
novany na zdkladé€ prostého statistického rozloZeni, nékteré tiseky DNA
mohou vést po naklonovani do vektoru k produkci proteini toxickych pro
bakterie pouZité€ ke konstrukci knihovny atp.). Dal3i komplikaci je sesta-
veni jednotlivych sekvenci do spravného pofadi podél chromozomu bak-
terie, problémy zplisobuji zejména opakujici se identické sekvence (repe-
titivni sekvence), podobné sekvence vmezefené do riiznych &4sti chromo-
zomu (inzer¢ni sekvence), duplikované geny a tseky DNA atd.

Vice nez tfi Ctvrtiny dnes sekvenovanych bakteridlnich genomi pred-
stavuji medicinsky vyznamné bakterie, tzv. bakterie patogenni, které
oviem tvoifi pouze nepatrnou Cast bakteridlnich druhii Zijicich na Zemi.
Divody vybéru jsou zfejmé — sekvenace bakteridlniho genomu predsta-
vuje finan¢n€ ndrocny projekt a je zde zfejm4 snaha sekvenovat takové
bakterie, u kterych se pfedpoklada, Ze by se vydaje mohly vratit ve formé
novych diagnostickych postupi, vakcin anebo terapeutik. A¢koliv vé&tSina
sekvenovanych genomi jsou genomy patogent, u celé fady genomi je
motivace pfece jen odliSnd. U archaebakterii (mezi nimiZ neni zatim zndm
Zéadny bakteridlni patogen) je hlavni motivaci vyzkumu schopnost t&chto
bakterii Zit za extrémnich podminek (napf. za vysokych teplot — i nad
100 °C, v prostfedi s vysokou koncentraci soli nebo v prostiedi radioak-
tivnim). Tyto bakterie pfitahuji pozornost priimyslu zejména kvali slibné-
mu pouZiti jejich proteintl, napf. jejich enzymil — tfeba pro vyrobu ekolo-
gicky Setrnych pracich praskd. Zajimavou bakterii v tomto ohledu je
Deinococcus radiodurans, bakterie mimotadné odolna k ionizujicimu za-
feni, vysuSeni, UV zafeni, oxidaénim latkdm. atp. Oproti b&Zné bakterii
Escherichia coli, je D. radiodurans v ristové fazi rezistentn&j¥i vii¢i ioni-
zujicimu zéfeni nejméné padesatkrat a béhem stacionamni faze je odolngj-
81 dokonce stokrat. Ukazuje se, Ze kli€em k témto zajimavym vlastnostem
je pritomnost n€kolika genomovych kopii v buiice spolu s mimofidné
efektivnim systémem reparace (opravy) DNA. Genom pavodce skvrnité-
ho tyfu, Rickettsia prowazekii, byl sekvenovin zejména proto, Ze ma po-
tencialné nejbliZze ke genomu mitochondrif, organel eukaryontnich bunék.
Rickettsidlni genom tak nepfimo podporuje endosymbiotickou teorii, kte-
ré predpoklada, Ze nékteré organely eukaryontnich organismil se vyvinuly
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z bundk prokaryontnich. Bakteridlni genomika zde Gzce proristd s evo-
lugni biologii a mapuje evolu¢ni udalosti ve vyvoji Zivych organismi.

Velikost bakteridlnich genomi kolisd v rozmezi vice neZ jednoho té-
du. Nejmensim znamym genomem je genom Mycoplasma genitalium (ta-
to bakterie zpiisobuje urogenitdlni infekce) o velikosti pouhych 0,6 Mb
a nejvétsim sekvenovanym genomem je genom pidni bakterie fixujic
plynny dusik Mesorhizobium loti (8 Mb). Je pfitom zajimave, Ze velikost
genomu piimo Gmérn& koresponduje s pottem gend dané bakterie. Je to
déno tim, %e u bakterii se nesetkdvame (na rozdil od genom@ eukaryont-
nich) s rozshlejiimi intra- a intergenovymi Gseky DNA. Zdd se, Ze e-
fektivita uloZeni gend v bakteridlni DNA je spolednym znakem vSech
bakterii. Sou¢asnd jesté plati, Ze patogenni bakterie adaptované na uzky
okruh hostitel maji nejmensi genomy. P¥kladem miZe byt genom bak-
terie Treponema pallidum, ktery je jen 1,1 Mb velky. Tato spirocheta zpii-
sobuje syfilis, onemocnéni, které se plné manifestuje jen u &loveka.
Vyjimky z pravidla o uzké korelaci mezi velikosti bakteridlniho genomu
a po¢tem funké&nich genil znamenaji, Ze se néco zajimavého déje s geno-
mem dané bakterie. Relativné maly pocet gentl najdeme napf. u Myco-
bacterium leprae, piivodce malomocenstvi, kde genom patrn€ prochazi
reduk&ni evoluci. Tato bakterie se pravdépodobné evolu¢n€ adaptuje na
jednoho hosta a ztraci nejdiive funk¢ni geny (hromadi mutace v nepo-
tfebnych genech) a pozdgji ztrati i samotné tseky DNA, ve kterych tyto
nefukéni geny leZi. Opalnym piikladem je genom bakterie Aeropyrum
pernix, jejiZ genom obsahuje relativné vy3si poCet gend, neZ by odpovi-
dalo velikosti chromozomu. Genom této bakterie obsahuje vysoké mnoz-
stvi zdvojenych (duplikovanych) gent. To snad miiZe souviset s tim, Ze
tato bakterie je schopna Zit za extrémnich teplot (90-100 °C) v aerobnich
podminkéch.

Zatim nejmen$i zndmy genom M. genitalium obsahuje jen 517 geni. Je
zajimavé, e tento genom Ize je§ts experimentalné zmenSovat, aniZ by ta-
to bakterie ztratila Zivotaschopnost za pfiznivych kultiva¢nich podminek.
Odhaduje se, Ze minimélni poget gen, které dostacuji za danych labora-
tornich podminek (byt velmi piiznivych) k Zivotu, je pouhych 265-350 ge-
nfl. Oproti relativn malym genomiim obsahuji v&tSi genomy vice para-
lognich (pfibuznych) gentt a umoZiiuji bakteriim, které je nesou, rist za
$irstho spektra riznych podminek okolniho prostfedi (umoZiuji vice ,.Zi-
votnich styla*).

Odhaduije se, Ze kazdy genom obsahuje 20-30 % novych geni, které se
nevyskytuji u Z4dného daliho bakteridlniho druhu; toto &islo je prekvapi-
v& konstantni u témé&F kazdého nové sekvenovaného bakteridlniho geno-
mu a tak se n&kdy neformalné oznaluje jako ,,prvni genomicky zakon®.
Na zaklad$ t&chto predpokladi 1ze odhadnout, Ze uZ ted je v databézich
okolo 100.000 jedine&nych bakteridlnich gent a v nich je ukryto obrovské
mnoZstvi informace o prostfedi a Zivot€ na této planeté. Pfitom pocet se-
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kvenovanych bakterii je zcela zanedbatelny vzhledem k celkovému poctu
bakterii, které se vyskytuji na Zemi (napf. jeden gram piidy obsahuje
5.000 - 38.000 raznych druhii bakterii!). Soucasné se ukazuje, e genomy
bakterii jsou velmi dynamické a Ze jsou tvofeny genetickym materidlem
riizného pivodu. Jsou doslova poskladany z kouski DNA pochézejicich
z nejriznéjSich jinych bakterii, viri a snad i eukaryontnich bunék. Tuto
skuteCnost vystihuje ,,druhy genomicky zdkon“, ktery tika, e genomy
jsou mozaiky rtiznorodého genetického materialu.

Bakteridlni genomika uZ zacina p¥inaSet prvni vysledky. Napf. pro bak-
terii Helicobacter pylori (jiZ je mimochodem infikovéna asi polovina ce-
losv&tové lidské populace), kterd zpiisobuje fadu riizné zivaznych one-
mocnéni od asymptomatické gastritidy (bezp¥iznakového zanétu Zaludku)
po Zaludelni viedy a karcinom Zaludku, bylo prokdzano, Ze stupeii viru-
lence je geneticky podminén, a to kmenov& specifickou genovou vyba-
vou. Podobné pro streptokoky skupiny A, které zpaisobuji riizné infekce
od zan€th hrtanu aZ po velmi zdvazné invazivni onemocnéni — nekrotizu-
Jici fasciitidu (tyto streptokoky jsou n&kdy oznaCovany jako tzv. masoZra-
vé bakterie), byl prokdzan fagovy (virovy) horizontalni pfenos jako uréu-
Jici faktor v evoluci streptokokélnich virulentnich kment. Je pfitom zaji-
mavé, Ze u virulentnich kment je detegovdna nejen pfitomnost gentl
(ké6dujicich tzv. faktory virulence) navic oproti kmen@im nevirulentnim,
ale také n€kdy zjidtujeme absenci uréitych genii. Pfikladem miiZe byt ge-
nom patogenni bakterie Escherichia coli O157:H7, zptisobujici epidemie
prijmovych onemocnéni. Ve srovnini s laboratornimi (nepatogennimi)
kmeny E. coli, chybi této bakterii asi 500 genti (m4 vSak asi 900 dalSich
geni navic). Ukazuje se tedy, Ze jak geny piitomné navic, tak i geny, kte-
ré chybi ve srovnéni s laboratorni E. coli, se mohou podilet na narfistu vi-
rulence Escherichia coli 0157:H7. Komparativni genomika u paivodce tu-
berkulézy, Mycobacterium tuberculosis, odhalila u riznych kmeni zpiiso-
bujicich zdvaZné plicni projevy tuberkulézy korelaci mezi sniZenou
schopnosti tvofit plicni kavitace a velikosti deletované (chybg&jici) chro-
mozomadlni DNA. VSechny tyto piipady ukazuji, Ze schopnost bakterie
vyvolavat onemocnéni (virulence) je podmin&na geneticky a je metodami
funkéni a komparativni genomiky pomérné rychle detegovatelna.
Odpovéd na zésadni otdzku, které genetické rozdily jsou rozhodujici pro
virulenci bakterii, vSak je§t€ vét§inou nezname. Navic je tu moZnost, Ze
rozdily (alespoti nékteré) mezi virulentnimi a nevirulentnimi bakteriemi
nejsou primérné zplisobeny nedostatkem &i prezenci celych gend, ale spi-
Se jsou zplsobeny zménami mnohem jemné&jsimi, t.j. nukleotidovymi za-
ménami, které jsou obtiZné&ji detegovatelné. Napf. genomy bakterii 7. pal-
lidum ssp. pallidum a T. pallidum ssp. pertenue, které zptsobuji odli¥na
onemocnéni (syfilis a yaws), li§i se jen ve tyfech relativné kratkych tuse-
cich DNA (v tadu stovek nukleotidt) a asi v 500-750 nukleotidovych za-
méndch. Urleni, ktery geneticky rozdil je rozhodujici pro odli¥nou
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patogenezi uvedenych onemocnéni, je viak tikol kli¢ovy a také podstatné
komplikovanéjsi nez je prosté identifikace genetickych rozdild. Je to tikol
pro fadu specializovanéjsich genomickych metod a pro klasickd moleku-
1arn&-biologick4 zkouméni.

Jaké jsou moznosti aplikaci vysledkd zjisténych pomoci metod bakte-
ridlni genomiky?

Prvni vyznamnou aplikaci je v§voj novych rychlych diagnostickych
testfl, které jsou na zdkladg odliSnosti v geneticke vybavé schopny selek-
tivng detegovat jednotlivé bakteridlni kmeny, poddruhy a druhy a jejich
vlastnosti (napf. rezistenci a citlivost na antibiotika), a zlepsit tak odhad
vyvoje onemocn&ni a umoZnit nasazeni odpovidajici 1é¢by. Predpoklada
se, 7e piijde zejména o diagnostiku zaloZenou na technice fetézové poly-
merazové reakce (PCR), popt. o detekci na specidlnich DNA Cipech. Je
tak naptiklad moZné diagnostikovat odli$na onemocnéni, jejichZ piivodce
nebylo moZno identifikovat na zakladé mikroskopickych a sérologickych
technik. : '

Druhou vyznamnou aplikaci genomického pristupu je vyvoj vakcin.
Znalost sekvence viech genii daného organismu umoZiiuje pouZit syste-
matické klonovani viech genil do rekombinantnich plasmidi a jejich sys-
tematické testovéni na schopnost vyvoldvat imunitni odpovéd u infikova-
nych jedincii. Vysledkem takového skriningu je n&kolik kandidatnich ge-
nd, které jsou konzervované v Sirokém spektru patogennich kment
a jejich? produkty vyvoldvaji u hostitele protektivni imunitu. Syste-
matické testovani gendl piivodce meningitid a septikémii, Neisseria me-
ningitidis, identifikovalo 5 genii kédujicich proteiny s kompletni evolucni
konzervaci napH¢ spektrem virulentnich kmen a indukujicich protektiv-
ni imunitu. Lze predpokladat, Ze v dohledné dob€ bude vyvinuta vakcina,
kter4 bude obsahovat kombinace t&chto nékolika proteinti (antigenil), coZ
pomiiZe zabranit vzniku bakteridlnich mutant rezistentnich na vakcinaci.
Podobné projekty jsou v b&hu pro dali patogeny, napt. pro bakterie T. pal-
lidum, R. typhi, Francisella tularensis (pivodce tularémie) a Bacillus ant-
hracis (pivodce antraxu).

Treti vyznamnou aplikaci genomického piistupu je vyvoj novych tera-
peutik se selektivnim zamé&fenim na nemoc vyvolavajici bakterii. Tato
aplikace je viak vazana na identifikaci kli€ovych faktort virulence, které
dnes jesté nejsou povétsinou zndmy. Proti nim je tieba vyvinout selektiv-
ni inhibitory. Spolu s pfesnou diagnostikou by tato terapie méla minimal-
ni vedlej$i Géinky a nenaruSovala by kfehkou rovnovéhu komensélnich
bakterii v lidském t¢le. ~ o

- Zavérem je mozno shrnout, 7e moZnosti bakteridlni genomiky jsou ne-
byvale §iroké, a to i pfes jistd omezeni, kterd z nynéjsich metodik vyply-
vaji. Je viak zfejmé, Ze mozné aplikace bakteridlni genomiky budou vy-
razn& stimulovat jeji dalsi rozvoj. A to tim spie, Ze se bakteridlni geno-
mika teprve rodi a Ze je na svém samém zaCétku.
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