NOBELOVA CENA

ZA CHEMII

Jak se prepisuje
geneticka informace v bunikach

VLADIMIR
VONDREJS

Doc. RNDr. Vladimir
Vondrejs (¥1937)
vystudoval fyzikalni chemii
na Prirodovédecké fakulté
UK Praze. Na katedie
genetiky a mikrobiologie
této fakulty se zabyva
predevsim genovymi
manipulacemi kvasinek.

ROGER DAVID
KORNBERG
/*24.4.1947 v St.
Louis, Missouri/
Narodil se

Sylvé a Arthuru
Kornbergovym
jako prvni ze tFi
déti. Roku 1967
ukongil studium
na Harvardové
univerzité

v Bostonu,
doktorandské
studium absolvoval
r. 1972 na
Stanfordové
univerzité a jako
postdoktorand
pusobil v Ustavu
molekularni
biologie Lékarské
vyzkumné

rady Britanie

v Cambridzi.

Poté pracoval na
Lékarské fakulté
Harvardovy
univerzity a od

r. 1978 je na
Stanfordové
univerzité.
Externé prednasi
na Hebrejské
univerzité

v Jeruzalémé. Je
¢lenem americké
federalni Akademie
véd a také americké
Akademie véd

a umeéni.

Rodinné klany se ve vrcholné védé a uméni
objevuji dosti ¢asto. Prikladem u nas jsou Pur-
kynovi a Wichterlovi v obou odvétvich tvirci
¢innosti, Manesovi specialné v malifstvi, Hey-
rovsti v prirodnich védach. Pravdépodobnost,
Ze otec i syn dostanou Nobelovu cenu, neni
nijak velkd. Napt. Braggovi (otec a syn) se ro-
ku 1915 podélili o cenu za vyzkum krystali
pomoci X-paprskil a r. 2006 pridal Kornberg
syn Nobelovu cenu za chemii k otcové cené
za fyziologii nebo medicinu z r. 1959. V ce-
1¢ historii Nobelovych cen je to Sesty piipad,
kdy toto prestizni ocenéni dostali otec a syn.
Ani v tomto pfipadé nepadlo jablko daleko
od stromu. Arthur Kornberg (otec) se podi-
lel na cené za objeveni mechanizmu biologic-
ké syntézy RNA a DNA (spoluocenény Seve-
ro Ochoa se zaslouzil o syntézu ribonukleové
kyseliny). Kornbergtiv syn navazal cenou za
poznani molekularnich zakladd transkripce
u eukaryotickych organizmi. Roger D. Kor-
nberg, profesor strukturni biologie na Stan-
fordové univerzité, proslavil univerzitu, na
niz ,profesoroval“ uz jeho otec. Rok 2006 byl
vibec dobry jak pro Stanford, tak pro RNA.
Vzdyt jeden ze dvou pionyrti interference RNA
Andrew Fire, ktery spolu s Creigem Melloem
ziskal Nobelovu cenu za fyziologii nebo medi-
cinu (2006), pracuje na téze univerzité.

Stoji jist¢ za zminku, Ze Kornberg prispél
zasadnim zptsobem také k pochopenti struk-
tury komplexu zvaného chromatin, uvnitf
néjz se DNA snoubi s proteiny. ,,V souvislos-
ti s touto etapou prace mohl Kornberg sdi-
let i Nobelovu cenu za vystavbu a dynamiku
chromatinu,“ ¥ekl Andrew Travers z Ustavu
molekularni biologie Lékarské vyzkumné
rady Britdnie v Cambridzi, kde Roger Korn-
berg pracoval v letech 1972-1975.

Vzpominam, jako by to bylo dnes, jak jsme
byli u vytrzeni, kdyz se vedouci nasi kated-
ry doc. L. Starka vratil z Pasteurova usta-
vu v Parizi, kde se setkal s objeviteli mecha-
nizmu regulujictho transkripci F. Jacobem
a J. L. Monodem. Ptednesl tehdy nezapome-
nutelnou nads$enou prednasku, kterou zacal
priblizné témito slovy: ,,Pravé se podarilo po-
chopit, podle jakych pravidel se ridi regula-
ce transkripce u Escherichia coli. A co plati pro
bakterii, plati na molekularni drovni pravdé-
podobné i pro slona.” Jak horlivé jsme tehdy
pritakavali. Profesor Kornberg a dalsi nas
vSak poucili, Ze nase nadseni bylo predcasné.
Eukaryotické bunky se svymi mnohem vétsi-
mi promotory, na kterych se vytvareji slozi-
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Kornbergovi
mayi druhou Nobelovu cenu

té komplexy rtiznych transkripénich faktorti
s RNA-polymerazou a dale tiseky DNA, tak-
zvané zesilovade a zeslabovace transkripce,
na nichz se shlukuji dalsi regula¢ni proteiny -
to vse jsou soucastky slozité masinérie rozho-
dujici o tom, jak se jednotlivé geny v pritbéhu
diferenciace bunck a pod riiznymi vnéjsimi
vlivy projevi. Zatimco bakterie maji jedinou
transkriptdzu, eukaryota jsou vybavena sku-
pinou tfi enzymu s touto aktivitou. A to ne-
mluvim o komplexnosti celého aparatu, kte-
ry podléha velmi slozité regulaci v zavislosti
na bunééném cyklu, ontogenetickém vyvoji,
prislusnosti bunky k organu, respektive tka-
ni, a také na vnéjsich vlivech. Prosté rozdily
mezi prokaryotickymi a eukaryotickymi orga-
nizmy jsou dramatické.

Kornberg vzbudil obrovsky obdiv, kdyz
r. 2001 publikoval momentku, na niz byla
transkripce zachycena v uzasném moleku-
larnim detailu - v okamziku, kdy RNA-poly-
meraza ve spojeni s DNA pripojila nukleotid
k nartstajicimu retézci pravé syntetizované
RNA a zastavila se jakoby v udivu: ,Kde se
zastavil pfisun dalSich stavebnich kamen&i?“
Presné to Kornberg zamyslel, kdyz vynechal
jeden stavebni blok a zastavil proces syntézy
RNA. Prekvapené molekularni komplexy pak
nechal krystalizovat a strukturu transkripéni
»strojovny“ v akci analyzoval pomoci paprs-
kt X na trovni rozliSeni 0,33 nm. Tuto slav-
nou momentku ukazal 7. prosince 2001 v Ka-
rolinském institutu ve Stockholmu publiku
nobelovského sympozia pri své prednasce
»Iranskripce eukaryotickych geni na drovni
atomového rozliSeni® a vyslouzil si potlesk.
Jde jisté o efektni vysledek, ktery pry sam
autor povazuje za vyznamny, ale popravdé
feceno ostatni jeho vysledky, které osvétluji,
co se déje na DNA, nez se transkripce zaha-
ji, a co se odehréavd, kdyz pokracuje, pfinaseji
informace nemén¢ dtlezité.

Podobné jako slavni houslovi virtuozové
nezapomnél ani Kornberg pfi tiskové konfe-
renci v Clarkové auditoriu (v Lékarském cen-
tru Stanfordovy univerzity) 4. 10. 2006, kde
se dovédél o svém uspéchu, polaskat slovy
uznani svilj nastroj, obii synchrotron (v uni-

1) V nich kultivovali své mutanty poskozené v jednotlivych krocich regulacniho
procesu a diky genidlnim interpretacim rozdild v jejich chovani byli schopni po-
psat zakladni zakonitosti tohoto nesporné superzavazného procesu.

2) Ctenare, ktefi chtéji své poznatky o vysledcich dosazenych Kornbergovou
skupinou prohloubit, odkazuji na ¢etbu ¢lankd FEBS Lett. 579, 899-903, 2005,
Trends Biochem. Sci. 30, 235-239, 2005, Advanced information on the Nobel
Prize in Chemistry 2006 a také na vyukovy film véetné trojrozmérné animace
o transkripci http://www.dnalc.org/home.html.
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verzitnim Centru linearniho urychlovace).
Diky tomuto zatizeni mohl se svymi spo-
lupracovniky pomoci paprskiit X zmapovat
nadmolekularni komplexy a detailni struktu-
ru molekuly samotné RNA-polymerazy, ktera
je vystavéna priblizné z 30 000 atomt. Dalsi
uznani patfilo vysokorychlostnim pocitaciim,
bez nichz by vyhodnoceni experimentalnich
dat nebylo mozné.

Tyto informace mi pripomnély nékolikaleté
obdobi mého zivota, které jsem vénoval zava-
déni molekularni biologie na Matematicko-
-fyzikalnich fakultach v Praze a v Kosicich.
Pri setkani s fyziky jsem mél nejvétsi praci
s tim, abych studentiim vysvétlil, Ze biolo-
gie je sice mnohem méné exaktni nez fyzika,
ale presto dnes prinasi ty nejzavaznéjsi obje-
vy, které na rozdil od fyziky nevyzaduji ¢im
dal komplikovanéjsi a nakladnéjsi pfistro-
je. Uvadél jsem jako priklad objevy nobelis-
ta F. Jacoba, J. Monoda a A. M. Lwoffa, kteri
vnikli do taji mechanizmd, jez reguluji tran-
skripci u bakterii, za pomoci jednoduchych
termostatt.! Zda se, ze doba, kdy biologové
byli schopni objevii za pomoci jednoduchych
a neprili§ nakladnych prostfedkd, pozvol-
na kond¢i a budoucnost zac¢ina patftit velkym,
$pickové vybavenym tymtm. Individualni
vyzkumné dobrodruzstvi v malych laborato-
tich se prosazuje vzacnéji a vzacnéji.

Které hlavni kroky vedly Kornberga k tispé-
chu: Na zacatku bylo nutné prekonat zavaz-
ny problém. Na rozdil od mnoha jinych en-
zymu véetné bakteridlni RNA-polymerazy se
nedafilo purifikované eukaryotické enzymy
prinutit, aby pracovaly mimo burku, ve zku-
mavce. Kdyz se Kornberg vratil z Cambridze
na Stanfordovu univerzitu, vybral si jako mo-
del pekafskou kvasinku Saccharomyces cerevisi-
ae, u niz se mu podafrilo vytvorit systém ob-
sahujici kromé purifikované RNA-polymerazy
obecné transkripéni faktory (TFIIB, E, F, H)
a protein TBP (sekvenci TATA vazajici protein-
TATA-binding). Vsechny tyto slozky dohroma-
dy byly schopny bez aktivatora zajistit bazalni
hladinu transkripce na DNA in vitro. Na pocat-
ku devadesatych let se Kornbergovu tymu po-
datilo ukazat, ze kromé obecnych faktort se
na syntéze podili proteinovy komplex, ktery
se oznaluje jako ,,Medi4tor* (obr. 1). Ukolem
tohoto komplexu je prenaset signaly z pozitiv-
n¢ i negativné ptsobicich genové specifickych
transkripénich faktord na komplex RNA-poly-
merazy II s obecnymi faktory. Zatimco krys-
talografické studie struktury dil¢ich komple-
xU byly pomérné snadné, popis celé masinérie
byl vzhledem k jejf rozsahlosti a nestabilit¢ tvr-
dym oriSkem, ktery si pry vyzadal zhruba 20 let
prace na proteinové expresi a purifikaci slozek
a na vyvoji specialnich technik pro pfipravu
proteinovych krystalti na lipidovych povrsich.
Zlomem v této oblasti byly prace publikované
v roce 2001, které jsou reprezentovany schéma-
tem funkéniho komplexu (obr. 2).

V tadé navaznych publikaci byly popsany
struktury dal$ich funkénich komplext v rtiz-
nych stadiich ¢innosti RNA-polymerazy, kte-
ré umoznily popsat dynamiku prace tohoto
enzymu v ramci nadmolekularniho komple-
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xu. Tim zptisobem se podafilo do znacnych
podrobnosti popsat, jak se tvori inicia¢ni
komplex v¢etné abortivni iniciace, jak je ro-
zeznavan promotor, jak je promotor opustén,
jaka je dynamika translokace véetné oddélo-
vani fetézc DNA, jak naristd retézec RNA
a zarazuje se spravny nukleotid a jak se opét
spojuji fetézce DNA po dokonceni transkrip-
ce daného useku. Protoze RNA-polymerazy
a fada c¢lent transkripéniho aparatu kvasi-
nek jsou vysoce homologni s odpovidajicimi
Cleny aparatu savcti, lze predpokladat velkou
podobnost mezi mechanizmy transkripce na
urovni jemnych pohybi ¢asti molekul aparatu
ve vSech eukaryotickych bunkach véetné lid-
skych. Navrhovatelé se shodli na tom, ze de-
tailni poznani transkripéniho procesu je dile-
zité nejen z hlediska zakladniho vyzkumu, ale
také napiiklad pro aplikace zalozené na kme-
novych buriikach, pro boj s rakovinou a s fa-
dou dalsich chorob, které nés postihuji.2

Na zavér se obratim aspon struc¢né k svym
milovanym kvasinkdm (viz Vesmir 84, 198,
2005/4): Vam nikdo nepodckoval! My si vSak
uvédomujeme, zZe bez vas by to pan profesor
Kornberg nedokézal.

1. Inicia¢ni komplex
pro eukaryotickou
transkripci:
RNA-polymeraza
I1, obecné iniciaéni
faktory, mediator,
specificky faktor

na enhanceru

a dvojsroubovice
DNA.

2. Struktura
transkripéniho
komplexu:
RNA-polymeraza ll
(bila se zelenym
pFemosténim), DNA
(modra), atom

kovu v aktivnim

centru enzymu
(Cervena kulicka),
syntetizovana RNA
(oranzova).
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