moznost s Honzou opravdu rozlougit.
Domt jsem se vratil s fadou nové nabytych
zku$enosti, za coz budu Honzu vyzdvi-
hovat jako jednoho ze svych nejvétsich
védeckych vzori.

Jodo Loureiro

Z redakce: Vzpominky studenti na Jana
Sudu jsou ponechany bez vétsich
redakénich vdprav.

10 Stavel (Oxalis densa). Kapsko.
Foto Radka a Jan Sudovi

11 Utastnici exkurze katedry botaniky
PfF UK Na Podkarpatskou Rus (1997).
Kromé studenta Honzy Sudy (sedici zcela
vpravo) jmenujme alespoii nékteré

jeho spoluzaky pisobici dodnes v oboru
(s omluvou ostatnim). Zleva: sedici Petr
Dostal (Botanicky tistav AV CR), stojici
Jiti Brabec (Muzeum Cheb), sedici Daniel
Abazid (Blatské muzeum v Sobéslavi),
stojici Toma4s Fér a Jaroslav Vojta (4. a 7.,
katedra botaniky PfF UK), Renata Pohlo-
va (8., Narodni pamétkovy dstav), u ni
sedici Tomas Tichy (CHKO Cesky kras),

Jan Svoboda

Saga reverzni transkripce

Reverzni transkripce kyseliny ribonukleové na deoxyribonukleovou je dnes
béZnou soudasti geneticko-inZenyrskych postupi, diagnostiky fady infekénich
onemocnéni, patodiagnostiky, ¢itaje v to mnoha nadorova onemocnéni, a samo-
ziejmeé novych a jesté se rodicich laboratornich technik a postupii. Reverzni tran-
skripce totiz umoziuje prevést genové RNA piepisy zpétné na DNA, a tim ziska-
vat sondy pro urceni struktury genti. Tyto sondy navic dovoluji stanovit stupen
transkripéni aktivity geni, tedy stupei jejich vyjadreni (exprese). To je zvlasté
dilezité v dnesni dobé, kdy sice mame k dispozici neuvéritelné mnozstvi infor-
maci o genovych sekvencich, ale daleko méné vime o jejich funkcich.

Z pohledu obecné genetiky se reverzni
transkripce (RT) stava klicem k poznéni
modifikaci naseho genomu. Jak se v sou-
casnosti odhaduje, asi polovina genomo-
vych struktur vyssich organismu (v&etné
¢loveka) vznikla ptisobenim RT. Zdrojem
této aktivity jsou retroviry a zvlasté nékteré
retrotransponibilni elementy, jeZ nejen pi-
sobily, ale i dnes ptisobi zmény v genomu
tim, Ze umoziuji reverzni transkripci.

Co vedlo k objevu RT? Byla za tim néja-
ka motivace? Na tuto otdzku odpovida Ho-
ward M. Temin ve své nobelovské pfed-
nasce nazvané DNA provirova hypotéza
(Science 1976, 192: 1075-1080). Jak vyply-
va z jejiho nazvu, byly to nalezy ukazuji-
ci, Ze se genom retroviru stava soucésti
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genetické informace buriky — integruje
(vklada) se do ni jako provirus. Jak uvadi
Temin, pfinesla nase skupina nezavislé
origindlni idaje dokladajici tuto hypoté-
zu. Ve skutec¢nosti jsme méli tolik dikazd,
Ze jsem o integraci retroviru a vzniku jeho
provirové formy nepochyboval.
Ztstavala vsak nezodpovézena otazka,
jak takovy provirus, ktery by mél byt repre-
zentovan DNA, muZe vzniknout z retrovi-
rového, tedy RNA genomu. Temin po fadé
vétsinou netspésnych pokust navrhl exis-
tenci retrovirového enzymu reverzni tran-
skriptazy, jehoz pfitomnost v retroviro-
vych ¢asticich dokézal stejné, jako to ucinil
David Baltimore. Tyto analyzy se zcela vy-
mykaly nagim moZnostem, nebot vyzado-

Martina Réblové a Petr Petiik (9. a 10.,
BU AV CR), Ales Hoffman a Pavel Spry-
nar (11. a 13., Agentura ochrany piirody
a krajiny CR), mezi nimi sedici Petr Kuli-
gek (NAD ORLICI, o. p- s.), vpravo od néj
Zuzana Miinzbergova (katedra botaniky
PiF UK), stojici zcela vpravo Vladimir
Melichar (ochrana pfirody, Karlovarsky
kraj), vlevo od ng&j Ota Sida (Narodn{
muzeum). Exkurzi vedli Pavel Kovar

a Zdenék Soldan (2. a 3. stojici zleva),
Karel Présil a Jifi Liska (3. a 5. zprava
vzadu). Foto z archivu P. Kovaie

valy u nas (pozn. red.: v tehdejsim Cesko-
slovensku) zcela nedostupné radioaktiv-
né znacené nukleotidtrifosfaty, které jsou
substratem pro RT.

Kroky reverzni transkripce
K detailnimu popisu jednotlivych stupii
reverzni transkripce mé vedly vyroky na-
$ich postmodernisti o ¢arodéjnych magic-
kych hrach, které vedou védci, ale siroka
vefejnost jim nerozumi. Chci ukazat, Ze
tomu tak neni a Ze s trochou trpélivosti 1ze
porozumét zajimavym zptsobum, jak p¥i-
roda pracuje. Samoziejmé koho zatazené
schéma (obr. 1) unavuje, necht ho pfeskoci.
Poznan{ kroki vedoucich k tvorbé DNA
na zakladé reverzniho prepisu (RT) z pfed-
lohy RNA zachovava zakladni poznatky
z molekulédrni biologie zndmé z replika-
ce nukleovych kyselin. Proto dfive, nez se
vratime k RT, zopakujeme nékteré zaklad-
ni skute¢nosti rozhodujici o replikaci DNA
i RNA. Jak je zndmo, DNA pfedstavuje
dvouvldknovou molekulu. Replikace DNA
je semikonzervativni — kazdé z obou vla-
ken, kterd jsou vzajemné komplementarni,
se muze replikovat. Komplementarita je
pfitom faktor vyznamny pro Zivou i neZi-
vou piirodu. Nejjednodussi komplemen-
taritu ukazuje tfeba elektricky naboj, kdy
kladny pdl reaguje na zaporny tim, Ze ho
pritahuje. P¥itomnost zvlasté slabych nabo-
ji umoziiuje vznik makromolekul. Komple-
mentaritu mezi dvéma vlakny DNA, ktera
zajistuje jejich spojeni, zprosttedkovava
nekovalentni, tedy slaba vazba mezi nuk-
leotidy (adenin se vaze s thyminem, gua-
nin s cytozinem). P¥i replikaci vlaken nuk-
leovych kyselin nutno dodrzet zasadu, Ze
nové vznikajici vlakno sleduje templat ¢ili
matrici, z které vzniké, v jednom urc¢itém
smeéru — a to ve sméru 5’ konce templatu.
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Tento 5’ konec je reprezentovan fosfatem
svazanym s deoxyrib6zou na jeji uhlik
v pozici 5. Naproti tomu 3’ konec mé nuk-
leotid, jehoz deoxyribéza nese hydroxyl
v pozici 3. Dtivody pro toto uspofadani
vyplyvaji z postupu ztetézeni nukleosid-
trifosfatd p¥i sestavovani molekuly nuk-
leovych kyselin, coZ pfedstavuje jinou ka-
pitolu. Je tfeba zduraznit, Ze smér syntézy
nového vlakna p#i RT sleduje stejné pra-
vidlo, tj. jeho syntéza probiha ve sméru
k 5’ konci templatu.

Dalsi pozndmka se tyké zacatku syntézy
prvniho nového vldkna DNA oznacovaného
minus (-). Ta vyZzaduje primer neboli ocko,
které je v p¥ipadé zacatku RT predstavova-
no transferovou RNA (tRNA) prenasejici
aminokyselinu vkladanou do proteinové-
ho Fetézce b&hem proteosyntézy. Takovych
tRNA je mnoho a jednotlivé druhy retro-
virt vyuzivaji vzdy jen uréitou specifickou
tRNA. Pro vznik druhého, plus (+) virové-
ho DNA vlékna slouzi jako primer zbytek
virové RNA bohaté na purinové nukleotidy
(polypurinovy tract, ppt), ktery odola stépe-
ni ribonukledzou H. Tento enzym je kédo-
van jednou z oblasti genu pro RT a G¢inné
stépi RNA, jez piedstavovala templat pro
vznik prvniho vldkna DNA a zlistdva s nim
svazéna, nebot ob& molekuly jsou komple-
mentdrni. Odstranén{ RNA umozni prvni
preskok RT i vznik druhého vldkna DNA.

Bé&hem reverzni transkripce dochdzi
k dvéma preskoktim (transfertim). Jakéd kon-
figurace virovych nebo bunéénych protei-
nd umozni sestaveni riznych molekul tak,
aby se preskoky uskutecnily, neni dosud
zcela jasné. Na tomto procesu se podileji
nékteré proteiny vykazujici chaperonové
vlastnosti, tj. schopné ménit konformaci
jinych proteint nebo orientovat slozky
proteinovych komplext do sprdvné vza-
jemné polohy.

Prabéh reverzni transkripce popisujeme
podle toho, jak ji zndme z retrovira. Dluz-
no ale podotknout, Ze v pfipadé retrovirt
tento proces doséhl vysokého stupné uspo-
fadanosti a efektivity. U pfedchidct re-
trovirt, tedy u retroelementt, jsou pribéh
a funkce RT jednodussi, ale tim i méné
presné. Soucasna srovnavaci studia by méla
Fici vice o kofenech a vzniku RT. Proces
reverzni transkripce je z nékolika divoda
pficinou velké genetické variability retro-
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1 Prabéh reverzni transkripce.

BliZe v textu. Z archivu J. Svobody

2 Stara laska nerezavi. Jan Svoboda
si uzival praci s bunéénymi kulturami
az do poslednich dni. Tento snimek
byl v8ak potizen jiz v r. 2014,

kdy mu bylo 80 let. Foto V. Stepanets

vird, coz znamené velkou ptekéazku pro
zasahy proti témto virim.

Veéfim, Ze po vyse zminénych vysvétle-
nich se ¢tenati bez obtiZi seznami se zvlast-
nostmi RT. Uvadim jednotlivé stupné de-
tailné, abychom se vyhnuli zplo$tovani
a ptilisnému zjednodusovani, které i mne
odrazuje od ¢teni nékterych popularizuji-
cich stati.

Prubéh reverzni transkripce

Genom retroviru se sklada ze dvou molekul
RNA. Obé jsou v plus (+) orientaci, a mo-
hou tedy pfimo fungovat jako poslickové
RNA (messenger, mRNA) urcujici prabéh
tvorby bilkovin. Proces RT zac¢ind tim, Ze
bunéénéd tRNA nasedne na oblast virové
RNA (VRNA), kteréd je k ni komplementarni,
a proto s ni hybridizuje. Tuto oblast vRNA
nazyvame PBS (z anglického Primer Bin-
ding Site — oblast vazici primer). Ocko je
potiebné pro zapodeti syntézy (-) vldkna

DNA (na obr. 1a vldkno RNA znédzornéno
vlnovkou, vldkno (-) DNA rovnou linkou),
jez pak pokracuje smérem k 5" konci tem-
pléatu (raznice), kterou pfedstavuje vVRNA.
Zde se zastavi a nastupuje druhé aktivita
RT —ribonukledza H $tépi RNA v hybridni
molekule sestavajici z (-) DNA a vVRNA, po-
dle niz (-) DNA vznikla. Uvolni se (-) DNA
usek oznaceny jako r, ktery je shodny (re-
dundantni) jak v oblasti 5" VRNA, tak v jeji
3" oblasti. To umozni prvni pfeskok RT (na
obr. 1a vyznacen silnymi teckami), p¥i
némz se uvolnéna redundantni 5’ (-) DNA
pfichyti na komplementarni 3" vRNA.
Umozni tak dalsi zpétny pfepis vVRNA na
(-) DNA az do té doby, kdy pfepisovani
narazi na dvouvlaknovou RNA tvofenou
tRNA a PBS. V druhém stupni (obr. 1b)
RNéza H odstépi virovou RNA aZz na maly
tsek oznaceny ppt, sestavajici hlavné z pu-
rinovych nukleotidt. Tento dsek funguje
jako primer pro syntézu komplementar-
niho (+) vldkna DNA (v obr. 1 oznac¢eném
¢arkovane). Plus vlakno kopiruje (-) vlakno,
aznarazi na oblast tRNA x PBS, kterou roz-
volni a kopiruje PBS vRNA. Také (-) vlakno
jiZ muze tuto oblast kopirovat, ponévadz
hybrid tRNA x PBS je uvolnén (obr. 1c).
Tim je pfipraven druhy pfeskok RT (viz
obr. 1d), protoze (+) vldkno DNA se v oblas-
ti PBS uchyti na komplementarnim tiseku
(-) DNA a zkopfiruje ji az po dlouhé opako-
vané sekvence (Long Terminal Repeats,
LTR) oznacené jako U3 R U5. Jak vyplyva
z obr. 1d, (+) vlakno mé na rozdil od (-) vlak-
na na obou koncich LTR (U3 R U5). Chybé-
jici druhy LTR (-) vldkna je doplnén syn-
tézou podle templatu (+) vlakna (obr. 1e).

Je toto vse koncem sagy
reverzni transkripce?
Viibec ne. Spise zacatkem. V prvnim sledu
novych studif stojf otdzka — 1ze z DNA poly-
merazy odvodit reverzni transkriptazu?
Nové tdaje ukazuji, Ze z jednoduché DNA
polymerazy je mozné selektovat molekulu
reverzni transkriptazy tak, Ze se dodéavaji
ocka RNA a vytfidi se molekuly schopné
syntetizovat nejdelsi iseky RNA. Pfekva-
pivy je nalez, Ze uméle ziskana reverzni
transkriptdza se 1i$f od pivodni DNA poly-
merdazy jen v 37 mutacich. Naskyta se dal-
§{ otazka, proc¢ tedy u dnesnich organismu
nemdame bézné dostupnou reverzni tran-
skriptdzu. Odpovéd asi zni, Ze by ndm nadé-
lala netinosné mnozstvi genetickych zmeén.
Dalsi pozoruhodny krok vpied zname-
nalo zji§téni, Ze antivirovy systém zvany
CRISPR-Cas9, ktery se stava hlavnim nastro-
jem genetického inZenyrstvi dneska, mtze
byt vybaven reverzni transkriptazou. Funk-
ce CRISPR (anglicky Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats)
spociva ve schopnosti do sebe integrovat
kritické soucésti DNA vird a dal$i zmény
vedou k tomu, Ze CRISPR niéi novou viro-
vou infekci zptsobenou DNA virem (viz
Ziva 2017, 2: XLVII-XLIX). Ale jak je zné-
mo, vét§ina nebezpecnych virt se sklada
z RNA. A tady jsme u kofene problému, ne-
bot CRISPR vybaveny reverzni transkripta-
zou piepise virovou RNA na DNA, diky ¢e-
muz muze kontrolovat i infekci RNA viry.
Tak tedy 8ir$i a hlubsi poznani reverzni
transkripce vyznamné rozsifuje, a doufejme
i pfekoné, soucasné nedokonalé moznosti
boje proti virovym nakazam.
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