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. Templatova DNA
(A); DNA polymeraza pfidavé 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 patii
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
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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.

454 metoda 2

Sangerova metoda 1
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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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