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Bakterie versus viry

aneb KdyzZ se dva perou, miZeme z toho mit uZitek?

Cetné bakterie jsou zndmé svou schopnosti
podlamovat lidské zdravi. Zaroven ale vech-
ny bakterie trpi i vlastnimi zdravotnimi pro-
blémy. Jejich hlavnimi nepfateli jsou rizné
viry (bakteriofagy ¢i krétce fagy), které jsou
mimochodem povazovany za vibec nejpo-
¢etnéjsi mikroorganismy na Zemi.

Jako kazdy vir je i bakteriofag pouhy uzli-
cek proteint a nukleovych kyselin. Pod elek-
tronovym mikroskopem sice vypadaji né-
které fagy jako mrnavé pristavaci moduly
vesmirnych korabti, bez hostitelské bakterie
ale neprojevuji zddné znamky Zivota. Teprve
pfi kontaktu s urc¢itymi misty (antigeny) na
bakterialni membrané fagové ozivaji. Pritisk-
nou se k bakterii a vstieli do ni svou DNA
nebo RNA*. S pomoci hostitelského repli-
ka¢niho a proteosyntetického aparatu pak
v cytoplazmé vznikaji nové virové castice.
Kdyz se jich nashromdzdi dostatek, nestast-
na bakterie praskne a uvolni do okoli novou
varku nebezpec¢nych virti. (V lepsim piipadé
fag néjakou dobu pocka a mnozeni zahaji az
s jistym c¢asovym odstupem)

Fagy budi znafnou pozornost biologické
vefejnosti (viz také Hana Spanielova, Vesmir
85, 750, 2006/12 a Vesmir 89, 180, 2010/3). Pro
svou schopnost vnaset do bakterii cizorodou
nukleovou kyselinu se ¢asem staly uZzite¢ny-
mi modely molekuldrni biologie a genového
inzenyrstvi. Dlouho také probihaji pokusy
o jejich vyuziti v boji s infekénimi choroba-
mi. Tzv. fagova terapie vSak vzdy nardzela na
nase limitované znalosti biologie virt a uplat-
nila se proto dosud pouze okrajové. Bakterio-
fagy jsou ovSem dulezitym tématem i pro bi-
otechnology, kteti se pfed nimi naopak snazi
ochranit své kvasné bakterialni kultury. Jak
vidno, porozumét vzajemnému ptisobeni bak-
terif a jejich parazitti je z mnoha diivodi vyso-
ce zadouci. Pov§imnéme si nyni jen nékolika
zajimavych aspektii tohoto snazeni.

Evoluce ve zkumavce

Bakterie si pochopitelné virové titoky nechté-
ji nechat jen tak libit — jako kazdy napadeny
se vSemozné brani. A protoze se bakterie ve-
lice rychle mnozi a snadno mutuji, ¢asto se
jim podarfi ptijit s néjakou novinkou, kterou
na viry vyzraji. Jenze bakteriofdgy se mno-
zi a mutuji jesté rychleji, takze mohou simul-
tanné vyvijet Gcinna protiopatieni. Vztah
bakterii a jejich vird je tak krasnym piikla-
dem evoluénich principti Cervené kralovny
pfimo v praxi: A¢ bakterie i jejich viry mutu-
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ji o sto Sest a neustale pfichazeji s néjakymi
evolu¢nimi novinkami, nikdy nemohou zis-
kat dlouhodobéjsi vyhodu, protoze jejich ri-
val vzapéti ptijde s protiopatfenim.

Bakterie se napiiklad snazi zakryvat fagové
antigeny na svém povrchu rtiznymi maskuji-
cimi proteiny nebo polysacharidovymi povla-
ky. Viry na to odpovidaji produkei vlastnich
enzymu ze skupiny hydrolaz a lyaz, které po-
lysacharidy $tépi a antigeny tak znovu zpii-
stupnuji. Ani Uspé$ny priinik virové nukleo-
vé kyseliny do bunky v8ak jesté neni zarukou
uspéchu. V cytoplazmé totiz na virovou DNA
cekaji Stépici enzymy, tzv. restrik¢ni endonuk-
leazy. Ty jsou schopné rozpoznat konkrétni
sekvence nukleotidd a v predem uréeném re-
strikénim mist¢ DNA rozstépit. Aby endonuk-
ledzy nenapadaly vlastni bakterialni DNA, ve
které by se dané sekvence mohly rovnéz vy-
skytnout, oznacuje si bakterie svoji nukleovou
kyselinu (resp. urcité cytosiny v ni) pomoci me-
thylovych znacek. Methyla¢ni enzymy pracu-
ji v soucinnosti s endonukledazami a bakterie
spoléha na to, Ze se ji podafi rozstépit virovou
DNA dfive, nez bude rovnéz namethylovana.

Na to odpovidaji nékteré viry hromadénim
bodovych mutaci, az se jim nakonec podafi
zbavit se vSech restrikénich mist ve svém ge-
nomu. Jiné fagy si zase ukradly gen pro me-
thyla¢ni enzym a mohou tak svou DNA chra-
nit samy. Hotové zivody ve zbrojeni pak
popisuje ramecek.

Je zfejmé, Ze restrik¢éni endonukledzy pied-
stavuji jen jednu etapu rozsahlé valky. Mno-
ho bakteriofagti se jim bez obtizi vymanilo.
Ovsem pro vyzkumniky piedstavuji endonuk-
ledzy naprosto nepostradatelny nastroj, ktery
umoznil rozvoj genového inzenyrstvi. Jejich
objev na pocatku sedmdesatych let odstartoval
zcela novou etapu molekularni biologie a jako
takovy byl v r. 1978 ocenén Nobelovou cenou
za fyziologii a medicinu (ziskali ji Werner Ar-
ber, Daniel Nathans, Hamilton O. Smith).

Imunitni systém bakterie

V posledni dobé se ukazuje, ze bakterie vlast-
ni i jakysi systém adaptivni imunity. Pokud se
virus nepomnozi a nezni¢i bunku hned, mu-
Ze si bakterie ulozit kousek jeho DNA a s jeho
pomoci pozdéji G¢inné nicit vSechny podob-
né sekvence. Stejné se 1ze branit i invazivnim
plazmidiim. Bakterie v obou ptipadech pouzi-
va specialnich malych RNA a cely proces tak
vnéj$imi rysy pripomina fenomén RNA interfe-
rence u eukaryot (napi. Vesmir 86, 110, 2007/2).
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Escherichia coli se brani virim pomoci
restrikénich endonukleaz Stépicich ur-
cité sekvence s nemethylovanym cyto-

Na T4 fag si vsak jen tak neprijdete: Pro
jistotu jesté ovésil svou DNA glukosylo-
vymi zbytky (Sedé krouzky, 5), ¢imz en-
zymu McrA unikl. Jeden z kmenu E. coli

7e do své DNA zaFazuji misto cytosinu roy-  0v3em pfiSel s komplexem dvou proteini
nou hydroxymethylcytosin (znaéeny M, 3).
Neni jim to ovSem mnoho platné - E. coli

(GmrS a GmrD, znazornéné éervenou va-
nickou, 5), které likviduji praveé glukosylo-

sinem (ndZky, 2). Nékterym bakterio- vyvinula enzymy rozlidujici i hydroxyme- Vanou DNA. T4 fagy zareagovaly vytvore-

fagiim T4 Gtocicim na Escherichii coli se
podarilo na restrikéni systém vyzrat tak,

thylcytosin (napf. McrA, znazornény ob-
délnikem, 4).

nim interniho proteinu | (IPl, znazornény
bleskem, 7), ktery se do bakterie dostava
spolu s virovou DNA a znemoziuje spo-

teiny komplexu a zacala vyrabét fuazni
protein (spojena vanicka, 8), proti némuz

=

Uz v osmdesatych letech byla u nékterych
bakterii popsdna zpocatku zahadna cast ge-
nomu sestavajici z opakujicich se kratkych sek-
venci a rozli¢nych vmezetenych tsekt. Tento
usek DNA byl ponékud krkolomné oznacen
za ,nahusténa pravidelné proklddana kratka
palindromaticka opakovani“ (kratce CRISPR
z clustered regularly interspaced short palindroma-
tic repeats). V tésné blizkosti této sekvence mi-
vaji bakterie uloZenu kazetu genti kédujici pro-
teiny, které s CRISPR dale pracuji.

O funkci CRISPR se dlouho spekulova-
lo. Poté se vSak ukdzalo, Ze vmezefené kusy
DNA odpovidaji sekvencim znamym z rtz-
nych bakteriofdgti. Zd4 se, Ze bakterie po-
moci riznych cas proteinti najde urcité vhod-
né useky virové DNA a ty si potom ne zcela
dobfe popsanym zpiisobem ulozi do svych
CRISPR. Ptezije-li prvni setkani s virem, je
na dal$i navs§tévniky jiz dobfe pfipravena.
CRISPR se prepisuje za vzniku tzv. crRNA,
ktera se pak rtizné upravuje pomoci dalsich
cas enzymu a eventuelné jesté malé trans-
aktiva¢ni tracrRNA. Vysledna crRNA miize
parovat s dal$imi pfichozimi viry. Pokud je
identifikovdna virova DNA komplementar-
ni k crRNA, dalsf komplex cas enzymu virus
rozstfiha a zneskodni (viz obr.).

I proti takovému aparatu se bakteriofdgy
snazi branit mutacemi. Pokud se jim poda-
i zmutovat ¢asti svého genomu, které ma-
ji bakterie uloZeny v paméti, uniknou roz-
tipani. Stdle vS§ak mohou byt zaclenény do
CRISPR dalsich bakterii. Nejzazsi metou te-
dy je zbavit se vSech tisekii DNA vhodnych
k zaclenéni do CRISPR, coz uz je oviem vy-
razné naroc¢néjsi tkol.

Stejné jako v pfipadé RNA interference,
likviduje i systém CRISPR nukleovou kyse-
linu pérujici s malou RNA. Obé lze vyuzit
i v boji s viry, ovSem vlastni mechanismus se
lisi. Evoluce zde nezavisle dospéla k podob-
nému pouziti malych RNA u bakterii i eu-
karyot. Systém CRISPR se oproti eukaryo-
tickym miRNA a siRNA vyznacuje vlastni
adaptivni ,paméti“ a cili na parazitickou
DNA a nikoli RNA.

Nyni mtzeme cekat, zda objev crRNA pfi-
nese praktické vyuziti podobné jako kdysi

IPI pochopitelné nezabira. Do¢asnym vi-
tézem je vSak bakteriofag T4, ktery i toto
opatreni obesel, byt zatim neni presné po-

jeni obou slozek likvidaéniho komplexu

I na to viak existuje snadna pomoc: Cast

bakterii E. coli sloucila oba geny pro pro-
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odhaleni restrikénich endonukleaz. RNA in-
terference je uz nynf Siroce pouzivana k uml-
covani riiznych gent (tim si vyslouzili An-
drew Z. Fire a Craig C. Mello Nobelovu cenu
za fyziologii z roku 2006). Na crRNA je laka-
vé, Zze umoznuje §tépit pfimo DNA. Mohl by
tu vznikat prostor pro cilené zasahy do ge-
nomu nemocnych. Zatim se v oblasti geno-
vé terapie vkladaji nejvétsi nadéje do uméle
ptipravenych nukledz s motivem zinkovych
prsti. Tato cesta ovSem vyzaduje naroc¢né
proteinové inzenyrstvi, kdykoli se pokusime
zacilit na novou sekvenci. crRNA navrzena
tak, aby parovala se $kodlivou alelou, napro-
ti tomu teoreticky predstavuje vyrazné jed-
nodussi reseni. Zajimavy je v tomto sméru ze-
jména CRISPR systém typu II (znamy napi.
z bakterie Streptococcus pyogenes), ktery $té-
pi cizorodou DNA pomoci jediné¢ho enzymu
Cas9. Tento jednoduchy aparat sice vyzadu-
je vedle crRNA i zminénou tracrRNA, nenf
vSak zadnym problémem pfipravit chiméric-
kou crRNA, ktera bude obsahovat nezbytné
sekvence obou potfebnych slozek.

Odveky boj bakterii a jejich virt, jako jiz
mnohokrat v minulosti, ndm moznd jiz br-
zo prinese dalsi ddlezity nastroj, ktery zno-
vu posune dale teoretickou biologii a snad
¢asem i medicinu. ¥

kazeta genu cas

psano, jak se mu to podarilo.

Schéma fungovani
bakterialniho
imunitniho systému
CRISPR. 1. Pomoci
jednoho z cas
proteint dochazi

k vloZeni vhodné casti
virové DNA (modry
obdélnik) do sekvence
CRISPR. 2. CRISPR je
prepisovan do podoby
nezralé crRNA.

3. Pomoci dalsiho

Z cas proteind dochazi
k apravam crRNA.

4. P¥i opakované
virové infekci Stipe
posledni cas protein
virovou DNA, ktera
paruje s crRNA.

E:: E:: E:: CRISPR

———— virovd DNA
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= hotovd crRNA

nezrald crRNA

CRISPR se zaclenénou virovou sekvenci
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