Sekvenovani jednotlivych bunék:
odhaleni diplonem, neznamych,
a presto pocetnych prvoku

Asi nikdo nezapochybuje nad tvrzenim, Ze sekvenovani DNA dramaticky pro-
ménuje biologii. KdyZ na prelomu tisicileti oznamil z Bilého domu prezident Bill
Clinton a dva prominentni molekularni biologové, Ze cteni lidské sekvence DNA
je dokonéeno, bylo jasné, Ze jde o skuteény milnik (viz ¢lanek v Zivé 2016, 5:
203-206). Ten ovSem stal nékolik miliard dolart, ¢teni nukleotidit DNA a RNA
zustavalo velmi drahé a omezené na dobi'e vybavené molekularnébiologické
laboratore. To se ale v nasledujicich letech zménilo. Cena urceni jednoho nukleo-
tidu (,,pismene DNA“) klesla diky novym metodam sekvenovani DNA (Next Gene-
ration Sequencing, NGS) na neuvéfitelnou stotisicinu cen pied 15 lety. Nyni se
ve specializovanych firmach sekvenuje na pristrojich, které prectou miliony
»pismen* za hodinu. Kazdy z nés si uz muze za prijatelnou cenu nechat precist
vlastni genom nebo tfeba genom mikrobi, ktefi v nas Ziji — tzv. mikrobiom (viz
napt. v Zivé 2015, 3: 106-107). Neni viak nasim cilem rozebirat moZnosti, které
cteni genetické informace prinasi (napr. objevovani pricin chorob, genetické
pozadi znaki, oZivovani vyhynulych organismi, manipulace s lidskym mikro-
biomem), ale zamyslet se nad jednim z limitia této dominujici metody moleku-
larni biologie.

Omezujicim faktorem je nutnost zna¢ného
mnoZstvi DNA ¢i RNA pro néasledné sek-
venovani, a tudiz nezbytnost izolace nuk-
leovych kyselin alespon z tisictt bunék.
Toto mnozstvi sice nepfedstavuje zadny
problém pfi analyzach lidské DNA nebo
jinych vicebunéénych organismi, ale vy-
razné omezuje pouZzitelnost sekvenovani
v piipadé jednobunéénych organismi, jez
se z néjakého divodu nedaji laboratorné
namnozit, jako jsou napt. nékteré bakterie
a prvoci.

V pfipadé bakterii, které maji vétsinou
malé genomy, se tento problém podafilo
vyfesit tzv. masivnim sekvenovanim. DNA
izolovana ze smési desitek az stovek riz-
nych druhti se pfi ném sekvenuje tzv. do
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hloubky (anglicky deep sequencing), coz
znamend, ze se piec¢tou miliony kratkych
useku. Z nich se posléze, za vyuziti sofis-
tikovanych programt, poskladdaji genomy
jednotlivych druht bakterii, pochéazejici
pivodné z nepiehledné smési. Jde o poci-
tacové velmi narocnou zélezitost, ale diky
tomuto p¥istupu uz nejsou pro moleku-
larni biology nekultivovatelné bakterie
nedostupné.

Zcela s jinou situaci se setkdvame u pr-
vokt (jednobunéénych eukaryotickych
organismu s jddrem), majicich vétsinou
obrovské genomy, které proto nelze timto
piistupem sestavit. Jejich studium se tedy
zatim omezilo na pouhych nékolik stovek
druhi, které mame k dispozici v kultute,
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v dostate¢ném mnozstvi pro izolaci nuk-
leovych kyselin a jejich nésledné sekve-
novéni. Tato situace je v§ak zna¢né ome-
zujici, protoze, jak bude zfejmé z dalsich
tadk, vyznam prvoki v soucasné biologii
vyrazné stoupé.

Diky environmentalnimu sekvenovani,
coz je sekvenovani DNA v$ech organismi
nachdazejicich se v daném vzorku odebra-
ném na uréitém stanovisti nebo v urgitém
prostfedi, jsme se teprve v poslednich le-
tech dozvédeéli, ze pFiblizné t¥i ¢tvrtiny
rozmanitosti eukaryotického Zivota na nasi
planeté se ve skute¢nosti ukryvaji mezi
prvoky (protisty). Znamena to, ze diverzi-
ta veskerého Zivého svéta viditelného pou-
hym okem, od drobnych mecht nebo ra¢-
ki az po sekvoje nebo plejtvaky, pokryva
jen zbyvajici jednu tfetinu rozmanitosti
eukaryot. To je bezpochyby velké prekvape-
ni pro ty, ktefi znaji prvoky pouze z néko-
lika pocétecnich stranek pfirodovédeckych
ucebnic, v nichz navic byvaji zmifiovany
vétsinou jen parazitické trypanozomy (pt-
vodci spavé nemoci) a plazmodia (ptivod-
ci malérie), mozna doplnéné o volné ziji-
ci krdsnoocka a nalevniky. AZ molekuldrni
biologie odhalila, Ze rozdily mezi prvoky,
ktefi se navzdjem lisi tfeba jen poctem
bi¢iki &i zptisobem pohybu, a proto byli fa-
zeni maximalné do jiné ¢eledi nebo fadu,
jsou mnohem vétsi, nez jsme tusili (viz
také Ziva 2016, 1: 27-30). Jejich skute¢na
odlisnost muze byt bez nadsazky srovna-
telné s rozdilem mezi kukufici a slonem.
Pfi nepatrné velikosti prvoki a hrstce zna-
ki rozeznatelnych pod svételnym nebo
elektronovym mikroskopem nam jejich dia-
metralni odlidnosti unikaly az do chvile,
kdy jsme odhalili obrovské rozdily na drov-
ni nukleovych kyselin. A tak bychom moh-
li ¥ici, Ze prvoci dosud Zili své zivoty ,,pod
svicnem®, kde je, jak zndmo, nejvétsi tma.

Pozornost védcti a 1ékatt se ze zfejmych
divodu soustieduje piedevsim na para-
zitické prvoky, ktefi zpisobuji zdvazné
choroby, zatimco jejich neskodni pfibuzni
zustavali vesmés piehlizeni jako celkem
bezvyznamny ,,$lem*, o néjz se zajimé jen
nékolik extrovertnich védci ze zakladni-
ho vyzkumu. Diky novym technikdm a sou-
¢asnym objeviim je skute¢né nejvyssi cas
nas velmi omezeny pohled na prvoky zmé-
nit. Cilem dal3ich vyzkumu by se mélo stat
objasnéni rozmanitych principi v moleku-
larnim uspotadani, diky kterym se témto
nejstar$im eukaryotickym organismtm
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1 Polska lod Oceania. Behem mési¢ni
expedice byly odebirdny na pobfezi
souostrovi Spicberky vzorky motské
vody z hloubky 50 aZ 1 000 m.

Foto O. Flegontova (Parazitologicky
ustav Biologického centra AV CR)

2 Pristroj CTD (Conductivity, Tempera-
ture and Depth), méfici vodivost, teplotu
vody a hloubku, slouzi k odebirani vzorki
vody. Na CTD systém je pfipojena rozeta
vybavena 8 dvanactilitrovymi a ¢tyfmi
dvoulitrovymi Niskin lahvemi (slouzi
pfimo k odbéru vody z urcité hloubky).
Foto O. Flegontova

3 Snimek z transmisniho elektronového
mikroskopu ukazuje ultrastrukturu dosud
nepopsaného zastupce rodu Diplonema
(prozatim oznacovaného ¢islem 1603).

V predni ¢ésti buiiky si vSimnéte vystu-
pujiciho hltanu (pharynxu), v zadni ¢ésti
tfi endosymbiontd. Mitochondrie jsou
uloZeny na okrajich buiky, v niz se
nachézi i mnozstvi vakuol slouzicich

k trdveni potravy.

4 Dalsi dosud nepopsany druh diplo-
nemida (zatim pouze s ¢islem 1605)
patiici do rodu Diplonema. Také

tento prvok obsahuje uvniti bunék
endosymbionty. Snimek ze skenovaciho
elektronového mikroskopu

5 Nepopsany diplonemid s ¢islem 1515
z rodu Rhynchopus ve skenovacim
elektronovém mikroskopu. Snimky:

G. Prokopchuk, neni-li uvedeno jinak

6 Druh izolovany ze vzorku motské
vody na vychodnim pobtezi USA

v r. 1986. Pojmenovali jsme ho Flectone-
ma neradi (a vytvorili tak novy rod).
Burika na obr. ze svételného mikroskopu
je asi 10 um dlouhd. Foto D. Tashyreva

nasi planety podafilo nejen Gspésné pie-
konat v8echny néastrahy posledni miliar-
dy let, ale po vétSinu Casu téz nevidané
prosperovat.

Zakladnim problémem prace s prvoky
je uz zminény fakt, Ze naprostou vétsinu
druht nelze kultivovat a mnoZit, a tudiz
ziskat dostate¢né mnozstvi jejich nukleo-
vych kyselin potfebnych pro sekvenovéni.
Tuto kritickou situaci fe$i nova pralomova
metoda, kterd umoziiuje sekvenovat genom
¢i transkriptom jednotlivych bunék. Me-
toda nese oznaceni SCS (Single Cell Se-
quencing). V navazujicim kulérovém ¢lanku
na str. LXXIII-LXXVI této Zivy je podrob-
né vysvétleno, Ze spotiva v izolaci pouhych
pikogramt DNA/RNA z jediné buiiky a na-
sledném elegantnim namnoZeni takto ziska-
né DNA/RNA vedouci po sloZeni jednotli-
vych fragmenti k pfecteni (idealné) celého
genomu nebo transkriptomu.

Metoda SCS pomohla vyfesit jiz nékolik
zapeklitych biologickych problému. Na-
sledujici priklad se tyka specifické situa-
ce, kdy bylo nutné odhalit vizudlni podobu
jedné z dominantnich skupin organismi
na Zemi, ktera pres piekvapivé pocetné
zastoupeni (jak jedinct, tak i druht) zcela
unikala naSemu poznéni. Jde o hon na moi-
ské prvoky diplonemy (¥ad Diplonemida),
na kterém jsem mél moZnost se podilet.

Necekané vsudypritomné diplonemy

Mezindrodni expedice pod francouzskym
vedenim TARA Oceans sbirala v letech
2011-15 vzorky motského planktonu po
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celém svété. Jednim z nejpozoruhodnéj-
$ich biologickych nélezi bylo zjisténi, ze
se v naprosté vétsiné vzorkd hojné vysky-
tovali zastupci dosud téméf nezndmé sku-
piny prvoki zvanych diplonemy. Sekven-
ce téchto heterotrofnich prvoki sice byly
pted nékolika lety objeveny v hluboko-
moiskych vzorcich a v literatufe 1ze rovnéz
najit nékolik morfologickych popisti diplo-
nem, ale to je zhruba v8echno, co o nich
vime. Diplonemy patif do pfibuzenstva ne-
chvalné proslulych trypanozom, ale na roz-
dil od téchto krevnich bi¢ikovcit védéla
o jejich existenci dosud jen hrstka specia-
listd. To v8ak dramaticky zménila prave
expedice TARA Oceans. Ze ziskanych vzor-
kt byly zmnoZeny a nasledné velmi pec-
livé analyzovany miliony ¢asti gent pro
18S rRNA (gent kédujicich malou ribozo-
malni podjednotku) p¥islusejicich pravé
k diplonemém (de Vargas a kol. 2015), kte-
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ré se tak néhle zafadily mezi nejbéznéjsi
moftské prvoky (Lukes a kol. 2015). Tyto vy-
sledky ptinesly opravdu velké pfekvapent,
jez se setkalo se zna¢nou nedtvérou, proto-
Ze mnoho védct nevétilo, Ze by tito prvoci
byli tak v8udypiitomni a pfitom piehlize-
ni. Dalsi nové poznatky udiv jesté vystup-
fiovaly. V databazich se objevily miliony
sekvenci diplonem, takZe pocet jejich dru-
ht byl odhadnut na neuvéfitelné desitky
tisic s tim, Ze se nékteré druhy vyskytuji ve
svétovém oceanu prakticky vsude (Flegon-
tova a kol. 2016). Kolem diplonem zac¢alo
byt opravdu rusno. Cel4 véc méla vsak je-
den podstatny hacek. Nositele inkrimino-
vanych sekvenci, tedy Zivé, nebo alespoi
fixované buriky diplonem dosud nikdo
nevidél! Nevime tedy nic o jejich morfolo-
gii, chovéni ani Zivotnich cyklech. Ac¢koli
byly provedeny vSemozné testy a rizné
kontroly dokazujic{ spravnost ziskanych
sekvencnich dat, existoval pouze jeden zpti-
sob, jak pretrvavajici pochybnosti rozpty-
lit. Bylo nutné diplonemy opravdu chytit.
Rekli bychom ,,Wanted — Dead or Alive*.
Ukol spotival v uloveni alespoii nékolika
bunék a ziskéni genetické informace z kaz-
dé z nich. Tento p¥istup by jednoznacné
potvrdil béZnou pfitomnost ve svétovém
oceanu i jejich nesmirnou druhovou rozma-
nitost. Byl to celkem snadny plén, ale reali-
zace vyzadovala spoustu penéz a usili.
Hon na diplonemu zacal vlastné ne-
davno, pfi plavbé vyzkumné lodi Western
Flyer v Tichém ocednu (2014), asi 800 km
od kalifornského pobiezi. Studenti z labo-
ratofe prof. Patricka Keelinga z Univerzity
Britské Kolumbie v kanadském Vancou-
veru se zamétili na ziskani bunék hetero-
trofnich bi¢ikovct z hloubky 50-160 m.
I pfes naro¢né podminky na houpajici se
lodi se jim nakonec podatilo oddélit do
90 mikrozkumavek vzdy jednu jedinou
buriku, kterou predtim vyfotografovali pod
mikroskopem. Z jednotlivych prvoku izo-
lovali DNA, zmnozili pomoci polymera-
zové fetézové reakce gen pro 18S rRNA
a ukézali, Ze ¢tvrtina chycenych bunék na-
lezi mezi diplonemy. To bylo zcela zasad-
ni zjisténi a definitivni diikaz, ktery nejen
potvrdil obrovskou pocetnost diplonem
v mofich (diky dosud nepublikovanym da-
tim dnes vime, Ze jejich mnozstvi stoupé
s hloubkou), ale zaroven poprvé dalo tém-
to zdhadnym prvoktim tvat. Jejich velikost
se pohybuje od 7 do 20 um a v8ichni pozo-
rovani zastupci maji protahly tvar a dva
rizné dlouhé (heterokontni) bi¢iky. Velice
zajimavy byl i dalsi poznatek. Zatimco vét-
$ina kalifornskych diplonem se v global-
nich vzorcich z expedice TARA vyskytova-
la v desitkach aZ tisicovkach sekvenci, mezi
onémi 20 burikami byly i dva protichtidné
extrémy. Diplonema oznacovana pracovné
,burika 37 byla zachycena v 6,5 milionech
sekvenci. Byla nalezena na téméf viech
sbérnych mistech, a patii tak mezi nékolik
nejCastéji zaznamenanych a ve svétovém
ocednu viudypiitomnych druht prvoki.
Naopak jeji blizce pfibuzna ,buitka 13“ se
v datech expedice TARA viibec neobjevi-
la, jde patrné o druh s geograficky silné
limitovanym vyskytem. Nalez potvrzuje
predchozi domnénku, kterd vychazi z ana-
lyzy 850 vzorki expedice TARA sebranych
z celého svéta: u diplonem zatim nebylo
dosaZeno tzv. saturace druhii. To znamena,
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Ze dostupna data zdaleka neobsahuji vSech-
ny existujici druhy, a lze proto predpokla-
dat, Ze pocet druht (v soucasnosti mluvime
o desitkéch tisic) jesté poroste.

To vSak neni jediny problém. Dalsi se
tykd mnozeni celych genomi jednotlivych
bunék diplonem metodou SCS. Pres viech-
nu snahu kalifornské expedice neprobéhl
tento krok idealné. Studenttim z Vancou-
veru a jejich koleglim z americkych, britské
a také ceské laboratote se podaftilo ziskat
pouze nenavazujici tiseky jadernych geno-
mu. Navic se vétsinu genomi nepovedlo
téméf viibec zmnoZzit (pocet sekvenova-
nych bézi kolisal mezi 16 a 303 miliony,

coz predstavuje jen ¢ast genomi; Gawry-
luk a kol. 2016). I pfesto mezinarodni tym
dokéazal analyzovat vice nez 4 000 gent,
které poskytuji prvni vhled do metabolis-
mu a Zivotnich strategi{ diplonem.
Zavérem lze konstatovat, Ze se nam sice
podatilo objevit pravdépodobné posledni
velkou a téméf nezndmou skupinu orga-
nismi na této planeté, na druhou stranu
jsme nuceni si priznat, Ze o této zfejmé
druhové nejbohatsi skupiné moiskych
organismu stdle nevime skoro nic. Ziska-
né vysledky ale naznacuji cesty, jak p¥ijit
na kloub ekologické funkci diplonem a jak
studovat jejich molekuldrni zvlastnosti.

Martin Kolisko

Principy sekvenovani DNA
vybranymi modernimi metodami

Sekvenovani, které urcuje poradi nukleotidu (,,pismen“ — A, C, T, G) v molekule
DNA, se stalo nedilnou souc¢asti moderni biologie. Jeho metodika i vyuziti jsou po-
psany v ¢lanku na str. LXXIII kuléru této Zivy. Nasledujici schémata ukazuji za-
kladni principy, na nichz stoji jak tradi¢ni Sangerova metoda, pii které sekvenu-
jeme jedinou molekulu DNA, tak i dvé vybrané metody tzv. druhé generace - 454
a Illumina sekvenovani, kdy dochazi ke ¢teni milioniti molekul DNA najednou.

1 Sangerova metoda. Templédtova DNA
(A); DNA polymeraza pfidava nukleotidy
k rostoucimu fetézci DNA podle
predlohy — templatu (B). Pfidanim
dideoxynukleotidu, ktery je oznacen
fluorescen¢ni znackou, dojde k zastaveni
syntézy nového fetézce DNA (C).
Zahtatim se dva fetézce DNA oddéli (D)
a proces syntézy nového fetézce
polymerizou se mtZe opakovat. Vysledné
molekuly se sefadi podle velikosti

a podle fluorescen¢niho znaceni se
odvodi vysledna sekvence (E).

2 Mezi metody druhé generace patti
454 sekvenovani. DNA se navaze

na mikrokulicku, na niZ je posléze
enzymatickou reakci namnozena (A).
Mikrokulicky se vlozi do komtrek na
sekvenacni desticce (B). Vzdy jeden typ
nukleotidu je pfiddn do reakéni smési.
Jestlize DNA polymeraza zafadi dany
nukleotid do nového fetézce, dojde

k uvolnéni pyrofosfatu (PPI), ktery je
pfeveden sulfuryldazou na adenosintri-
fosfat (ATP). Luciferédza pak za pouziti
ATP pievede luciferin na oxyluciferin,
pficemz dojde k vyzafeni svétla,

které zachytime kamerou (C).

3 Dalsi pokrocila metoda — Illumina.
DNA je navazana na desticku a lokédlné
namnozena (A). Tim se vytvoii skupiny
identickych molekul, které jsou poté
sekvenovany. DNA polymeraza pfida do
rostouctho fetézce jeden modifikovany

ziva.aver.cz

Jak uz to v soutasném svété byva, narist
vyznamu téchto dosud pfehliZenych prvo-
kt snad pomuze pfildkat vice finanénich
zdroju a vice védcud se nadchne pro stu-
dium zahad pozoruhodnych, prevazné
hlubokomoftskych bi¢ikovet patficich do
skupiny diplonem.

Tento vyzkum je financovdn z projektu
ERC CZ (LL1601), nadaci Gordona a Betty
Mooreovych a Kanadskym tstavem pro
pokrocily vyzkum (CIFAR).

Seznam citované literatury najdete
na webové strance Zivy.
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nukleotid znaceny fluorescenénim
barvivem, jenz zaroveri reverzibilné
blokuje navézani dalsiho nukleotidu (B).
Kamera pak zachyt{ fluorescen¢ni signal
pro kazdou skupinu DNA molekul

na desti¢ce. Fluorescenéni oznaceni

a blokace jsou odbourany a mize dojit
k pripojeni dalsiho nukleotidu (C).
V3sechny orig. M. Kolisko,

nékteré ¢asti obrazkd upraveny podle:

J. M. Heather a B. Chain (2016)
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