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TAJEMSTVI EVOLUCE GENOMU 2

Evoluce ve zkumavce

Co by teroristé neméli Cist

Mtuze clovék napodobit evoluci? Mizeme
ji urychlit nebo urcovat jeji smér? Experi-
menty s evoluci ve zkumavce ukazuji, ze je
to mozné. Evoluce in vitro miize byt uzitec-
nym nastrojem studia evolu¢nich mechanis-
mu, které nemtizeme sledovat piimo a retro-
spektivni pohled je ¢asto obtizny.

Replikace DNA

Pokusy v laboratofi napodobujici evolu-
ci jsou zalozeny na dvou zdkladnich pro-
cesech — replikaci DNA a selekci. Zakladni
vlastnosti Zivého systému je jeho schopnost
replikovat se. Zakon zivota je netprosny —
co se nedokaze ucinné replikovat, neptezije.
Replikovat DNA mizeme pomérné snadno
i ve zkumavce. Biologové casto pfi své pra-
ci pouzivaji metodu polymerdzové fetézové
reakce (PCR), kdy do zkumavky daji DNA,
kterou chtéji namnozit, pfidaji enzym DNA
polymerazu, nukleotidy potfebné pro tvorbu
rostouciho fetézce DNA a trochu soli, aby za-
jistili vhodné prosttedi. Vysledkem mtize byt
namnozeny gen nebo dokonce veskera DNA
ve zkumavce, to pokud si pdj¢cime polymera-
zu od bakteriofaga phi29.

Vratme se ale k evoluci ve zkumavce. Po-
kud ve vyse uvedené reakci pouzijeme DNA
polymerédzu, ktera déla pfi replikaci casto
chyby pfi v¢lenovani konkrétnich nukleoti-
di, ziskame populaci molekul DNA, které se
vzajemné lisi. A pravé toho lze vyuzit. Védci
se rozhodli najit tsek DNA, ktery se nejsilné-
ji vaze na néjakou jinou molekulu, naptiklad
néjaky peptid ¢i aminokyselinu. Smicha-

SLOVNICEK

SELEX (systematic evolution of ligands by exponential enrichment) - me-
toda oznacovana také jako ,evoluce in vitro"” nebo ,selekce in vitro, kdy
se ,chybujici” replikaci ve zkumavce vytvori heterogenni populace molekul
DNA nebo RNA a naslednou selekci ziskavaji molekuly DNA nebo RNA, kte-
ré se silné vazi na urcité ligandy, napr. aminokyseliny.

Polymerazova retézova reakce (PCR) - metoda, kterou se ve zkumavce po-
moci termostabilni polymerédzy namnozi vybrany tusek DNA. Pri opakova-
ném zahrivani a ochlazovéni, béhem nichz se oddéluji (denaturuji) a reaso-
ciuji viakna DNA (,,nasedani” primert), se syntetizuji nové retézce, v dlsled-
ku ¢ehoZ pocet vlaken exponencialné roste.

Aptamer - nukleova kyselina nebo peptid schopny silné se vazat k jinym mo-
lekuldam (aminokyselinam, peptiddm ap.). Ziskavaji se selekci ve zkumavce
metodou SELEX.

Bakteriofag (zkracené ,fag") - virus napadajici bakterie (Vesmir 92, 204,
2013/4). Jeho genom tvori DNA nebo RNA. Ma minimalni genetické vyba-
veni potiebné pro vstup do bakterie, replikaci genomu a syntézu bilkovin
virového kapsidu i nezbytnych enzym0 uvniti* bakterie a k opusténi bakte-
rialni buriky.
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li proto populaci rozlicnych molekul DNA
s touto aminokyselinou a vychytali molekuly
DNA, které se na aminokyselinu véazaly nej-
silnéji. Ziskanou subpopulaci DNA podro-
bili znovu chybujici amplifikaci a nasledné
vazbé na aminokyselinu a tento cyklus mno-
hokrat zopakovali. Vysledkem byl tisek DNA,
ktery se velmi silné vazal na danou aminoky-
selinu. Popsany postup je znam pod zkrat-
kou SELEX (viz slovnicek) a byl velmi popu-
larni v devadesatych letech (obr. 1). Molekuly
DNA nebo RNA ziskané Selexem se oznacu-
ji jako aptamery a vyuzivaji se pro védecké,
pramyslové i terapeutické tcely. Byly ziska-
ny aptamery vazici napiiklad trombin, inter-
feron, PSA (prostate specific antigen) nebo
dopamin.

Bakteriofag Qf

Krasnym ptikladem selekénich procesii
ve zkumavce jsou ddvné experimenty So-
la Spiegelmana s bakteriofigem QR, které
mély védctim napovédét vice o pocatcich zi-
vota a prvnich replikdtorech na bazi RNA
(viz ,Relikty svéta RNA®, Vesmir 92, ???,
2014/??). Zejména ho zajimalo, zda se bude
genom faga v priibé¢hu experimentu néjak
vyvijet. V Sedesatych letech, kdy Spiegel-
man experimenty provadél, nebyla znama
polymerazova retézova reakce (PCR) umoz-
nujici amplifikaci v jedné zkumavce. Bylo
nutné po kazdé replikaci odebrat ¢ast vzor-
ku a pfenést ho do dalsi zkumavky, kde by-
la cerstva RNA replikdza a nukleotidy. Co
bylo vysledkem pokusu? Béhem pfenost
se genom faga neustale zmensoval, selekce
preferovala rychleji se replikujici, tedy krat-
§1 genomy. Po 74 generacich (pfenosech) se
ptvodni RNA genom figa QR o velikos-
ti 4500 nukleotid@ zmensil na pouhych né-
kolik desitek nukleotidii. Co bylo nejvétsim
prekvapenim? Vyselektovany tsek odpovi-
dal vazebnému mistu pro RNA replikazu.
Ano, tim nejdtlezitéj$im mistem genomu
byla tajemnd vldsenka, ktera se normalné
nachazi na konci fagové RNA a urcuje za-
catek replikace. Tato struktura byla védci
oznacena jako ,Spiegelmanovo monstrum®.
Nasledujici experimenty ,nutily figa QR
k replikaci v pfitomnosti rtiznych selek¢-
nich ¢inidel, napiiklad jedt. Spiegelmano-
vi pokracovatelé dokonce provedli amplifi-
kaci v nepfitomnosti RNA genomu faga QR
a zjistili, ze i tehdy ve zkumavce vznikne
spontanné se replikujici tsek RNA odpovi-
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dajici vazebnému mistu pro replikazu - te-
dy ,,Spiegelmanovo monstrum®.

Z trochu jiného soudku jsou experimenty
snazici se ,,fizenou evoluci® ptipravit bakte-
rie se zvySenou rezistenci k antibiotiku. Tte-
baze tyto experimenty patii spiSe do geno-
vého inzZenyrstvi a biotechnologie, mohou
objasnit fadu molekularnich mechanismt
uplatiujicich se v evoluci DNA. Védci vzali
nékolik gent (cefalosporindzové geny) zod-
povédnych za rezistenci k moxolactamu ze
¢tyf druht bakterii. Nastiihali tyto geny na
kousky, promichali je a znovu spojili. Vznik-
la smés rtiznych chimérickych gent, pted-
stavujicich kombinace genovych fragmentt,
kterou vlozili do bakterie a sledovali miru
rezistence. Podaftilo se jim vyselektovat mu-
tantni bakterie, které mély vice nez 500krat
vys$si rezistenci oproti ptivodnim kmendm.
Pravé touto cestou tvorby pomoci ,,modult®
casto kraci evoluce, kdyz podobné jako pfi
hie s détskou stavebnici Lego dochazi k pre-
skupovani celych tsektt DNA.

Genova terapie

Selekce ve zkumavce se pouziva i pfi genové
terapii. Castym nastrojem k vnaseni gentt do
lidského genomu jsou adenoviry. Metodou
SELEX lze upravit povrchové bilkoviny ade-
novirt tak, ze jsou odolné viici lidskym pro-
tilatkdm, imunitni systém pak viry neznici
a je nadéje, Ze pozadovany gen bude vlozen
do lidského genomu. Pouhym nékolikaty-
dennim experimentem, proveditelnym v béz-
né laboratofi, lze ptipravit viry, proti nimz
¢lovék nema obranu a navic Ize témto viriim
podstrcit i dalsi geny. Nesnazme se domyslet,
co by se stalo, kdyby se tento néstroj dostal
do rukou bioteroristi.

Schéma experimentu
SELEX, kdy se opakuji
faze amplifikace

a selekce nukleovych
kyselin nejsilnéji se
vazicich na urcité
ligandy.

J— ik populace
chybujici” amplifikace odlisnych molekul

DNA nebo RNA DNA nebo RNA

selekce molekul DNA nebo RNA
vazajicich ligandy

Vyse uvedené priklady dokladaji, ze véd-
ci jsou schopni napodobovat evoluci. Ve
zkumavce imituji vé¢ny kolobéh, jehoz sou-
¢asti je tvorba variability, nasledna selekce
a namnozeni nejuspésnéjsich prvka. Diky
popsanym experimentiim nejen lépe pocho-
pime zakonitosti evoluce, ale miizeme ji také
ovliviiovat. Jak dlouha je cesta od zkumav-
ky k prirodnimu prostedi? Ma ¢lovék pravo
urychlovat ¢i smérovat evoluci? Domnivam
se, ze ano. Vzdyt odpradavna pfetvarime
okolni pfirodu ke svému uzitku v podo-
bé Slechtitelskych zasahi. Clovék je prece
soucasti slozité sité zZivota, kterd je evoluci
utkana. Clovék je uwniti tajemné hry zivota.
Zvidavost a tvofivost je inherentni lidskou
vlastnosti. Proto budou védci stale prova-
dét podobné pokusy, tfebaze ti obezietnéjsi
z nich budou upozornovat i na mozna nebez-

pedi... B
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