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VYPRAVA K HRANICIM ZIVOTA

Zkoumame-li podstatu zivota, nutné se dostaneme
k problému, kde lezi hranice mezi zivym a nezivym.

Jaka je nejjednodussi entita, o které miuzeme
spolehlivé Fici, Ze je ziva? Kolik genu ji staéi k preziti?
Na tyto a podobné otazky dokazou nejlépe odpovédét
bioinformatické a molekularnégenetické metody, ve
kterych se hlavnim objektem vyzkumu stava geneticka
informace zapsana v molekulach DNA.

text KATERINA VEGERKOVA, JAN PACES

ZIVOT NA ZEMI je Gzasné riznorody. Jeho
komplexnost ale z velké ¢asti stoji na slozZitosti
genetické informace. Zaénéme nékolika pre-
hledovymi ¢isly. Lidska DNA obsahuje v hap-
loidnim stavu pfiblizné 3,3 miliardy paru bazi
(base pairs, bp), tedy pomyslnych , pismenek*
genetického zapisu, a je v ni asi 23 tisic gend,
které koduji bilkoviny. V tom nijak nevybo-
Cujeme z typické velikosti sav¢iho genomu.
Ostatni obratlovci maji srovnatelny nebo

o trochu mensi pocet genti. Hmy?z je 0 néco
uspornéjsi. Vétsinou se vejde pod 20 tisic gend.
Také velikost jeho genomu byva mensi, mezi
100 aZ 500 miliony bp. Co do poc¢tu ,,pismen”
genetického zapisu se prvenstvim mezi Zivo-
¢ichy mtize (zatim) chlubit bahnik australsky
(Neoceratodus forsteri), australska plicnata ryba,
ktera ma s 43 miliardami bp asi ¢trnactkrat
vétsi genom nez Clovek.

Jednobunéc¢ni prvoci maji DNA tvofenou
zpravidla jen desitkami aZ stovkami miliona
part bazi, ale jsou mezi nimi i organismy
s genomy obrovskymi nebo naopak titérny-
mi. Velky rozdil ve velikosti genomu nalez-
neme také v rostlinné fisi, od stovek miliont
az po 15 miliard bp. Mnohem mensi genomy
maji bakterie a archea, typicky mezi 3 az
7 miliony bp a s po¢tem gent v jednotkach
smus na planeté, bakterie Pelagibacter ubique,
patiik tém malym - jeji genom o velikosti
pouhého 1,3 milionu bp kéduje 1389 genu.

Minimalni velikost genomu a nejnizsi
mozny pocet genti nutny pro Zivot tedy lezi
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nékde pod touto hranici. Davodd, proc se je
snazime odhalit, existuje nékolik. Umozni
nam to porozumét zakladnim principtm zi-
vota a tomu, co je nezbytné pro existenci bu-
nék. Rovnéz nam to snad dovoli nahlédnout,
jak mohly vypadat buiiky v ranych fazich
evoluce Zivota na Zemi, pfipadné rozpoznat
Zivot jinde ve vesmiru. Z Cisté praktického
hlediska budeme moci na zakladé soucas-
nych bakterii a archei vytvorit jednodussi
modelové organismy slouzici k testovani za-
kladnich bunéénych procesu. V neposledni
fadé nam souvisejici vyzkum umetd cestu

k navrhovani dalsich genomt syntetickych
bunék, které mohou slouzit tfeba pro vyrobu
biopaliv nebo 1é¢iv.

KOLIK GENU DELA BUNKU?
Pfihledani nejmensiho funkéniho geno-
mu narazime na jeden zdsadni problém.
Konkrétni organismy vzdy Ziji v ur¢itém
prostredi, se kterym interaguji a ze kterého
ziskavaji zdroje. Aby koncept minimalniho
genomu daval smysl, musime ho tedy dopl-
nit o podminky prostfedi (tieba zdroje Zivin,
teplotu a dalsi faktory okoli) a také o druh
organismu, ze kterého vychazime. Existu-
jici organismy maji mnozstvi funkénich
,nadbytecnosti“, zaloh a alternativnich drah
k provedeni toho ¢i onoho, aby se doka-

zaly vyrovnat s dynamickymi zménami
prostfedi. Pokud ale buniku nechame rist na
médiu s ,,plnym servisem®, tj. na zivné ptdé
se vSemi dostupnymi aminokyselinami,

zakladnimi stavebnimi kameny proteind,
muZeme z minimalniho genomu vypus-

tit geny pro jejich biosyntézu. Minimalni
genom tudiz budeme definovat za idealnich
podminek, tedy s neomezenymi zdroji

a pii absenci nepfiznivych faktoru véetné
konkurence ostatnich organismu. Komplet-
ni genom je oproti tomu sada gend, kterda
umoznuje samostatny zivot bez specialni
podpory.

K vyzkumu minimdalniho genomu exis-
tuji dva pfistupy. Prvni moznosti je zacit
v pfirodé: najit druhy, které maji velmi jed-
noduché a malé genomy (jako napiiklad My-
coplasma genitalium, viz ddle), a pak postupné
odstranovat geny, které buiika nepotrebuje.
To oznacujeme jako experimentdlni pristup
shora dolu. Alternativné mtiZeme postu-
povat zdola nahoru, zacit od nuly a tvofit
model postupnym piiddvanim genu pro
zakladni metabolické drahy. Oba piistupy
se nakonec sbihaji k minimalnimu genomu,
ktery obsahuje geny spojené se zakladnimi
bunéénymi procesy. Mezi né fadime udrzbu
DNA a tvorbu proteinii, metabolismus a pro-
stup latek pfes membrany, rust buriky a jeji
déleni. Tyto geny umoznuji buiice fungovat
za idedlnich podminek. [5]

Z Cisté teoretického pohledu by na tyto
procesy mélo vystacit okolo 300 proteinti.
To potvrzujii pozorovani. Podivame-li se na
geny se stejnou funkci (tzv. ortologni geny)
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1. SYNTHIA JCVI-syn1.0, prvni bakterie se syntetickym genomem (kopii genomu
Mycoplasma mycoides), predstavena v roce 2010 tymem kolem Craiga Ventera.

sdilené bakteriemi s velmi malymi genomy,
ziskame soubor gent tvorici zaklad mini-
malniho genomu. Odhady tohoto souboru
na zakladé pocitacovych simulaci skute¢né
konverguji k poctu 200 az 500 genu. Tyto
geny muiZeme oznacit za esencidlni.

Pokud chceme ovéfit, zda jsou néjaké
geny esencidlni, vyjdeme z malého genomu
a postupné odstraiiujeme jednotlivé geny
nebo jejich skupiny. Geny, jejichz ztratu
bakterie pfeziji, jsou pravdépodobné
zbytné. Ale pozor. V tomto kroku zalezi na
druhu, ze kterého vychazime. Esencialni
gen jednoho druhu miiZe byt nedulezity
pro druh jiny a naopak. Nékdy zalezi i na
poradi odstrafiovanych gendu, které urci, jak
nakonec bude vypadat dale neredukovatelna

Genetické vodoznaky

sada. Minimalnich genomi tak mtiZeme
navrhnout celou fadu. Zajimavé je, Ze asi

u ¢tvrtiny gent z minimalni sady nezname
presnou funkci - a to i presto, Ze kdduji ty
vubec nejdilezitéjsi bunécné funkce.

REKORDMANI V OBORU
NEJMENSICH GENOMU

Po sefazeni vSech dosud osekvenovanych
organism podle velikosti jejich genomi
zjistime, Ze nejmensi genomy maji sym-
bionti vCetné parazitti a patogent (viz ta-
bulku). To neni piekvapivé. Tyto organismy
totiZ mnoho potfebnych stavebnich latek
Cerpaji od svych hostitelti. Obzvlasté malé
genomy nalezneme u symbiontt riznych
druht@ hmyzu. Tito symbionti si nad ramec

PRI SESTAVOVANI DNA z uméle vytvorenych éasti potfebujeme kontrolu,
abychom tuto novou DNA spolehlivé odliSili od DNA prirozené. Déla se to
vlozenim specialniho kousku DNA, jakéhosi vodoznaku. V pfipadé prvniho
umélého genomu Synthia (M. myocides JCVI-syn1.0) védci viozili do DNA
celkem ¢tyri zasSifrované vodoznaky. Prvni byl kod HTML s instrukcemi, jak
kontaktovat autory jako diikaz, Ze jste vodoznaky nalezli a rozsifrovali. Ve
druhém vodoznaku byl seznam autor( a citat od Jamese Joyce: ,,Zit, chybovat,
padat a vitézit, vytvaret zivot ze Zivota.“ Treti byl citat Roberta Oppenheimera:
»Nedivejte se na véci tak, jak jsou, ale jak by mohly byt.“ A nakonec slavny citat
Richarda Feynmana: ,,Co nedokazu vytvorit, tomu nemohu rozumét.“

minimalniho genomu nechavaji pouze geny
pro syntézu nékterych zakladnich Zivin,
které chybéji v dieté hostitele (esencialnich
aminokyselin, vitamint ¢i karotenoidu),
pfipadné obrannych latek (flavonoidu
a terpenoidua).

Opustime-li hmyzi symbionty, nejmensi
lidsky patogen se jmenuje IOLA.1 Jedna se
o (dosud nekultivovanou) bakterii spojenou
s dychacim traktem. [3] Genom IOLA méfi
zhruba 300 tisic bp a zahrnuje 310 genti.
Tento lidsky rekordman patfi do skupiny
ricketsii a z gent, které obsahuje, usuzuje-
me, Ze se jedna o vnitrobunécného parazita.
Za zminku stoji také z genetického hlediska
nejmensi eukaryoticky organismus, mikro-
sporidie Encephalitozoon intestinalis. [2] Ta
je rovnéZ vnitrobunéénym parazitem a jeji
genom tvoii okolo 2,3 milionu part bazi
s 1833 geny. Mikrosporidie jsou zajimavé ta-
ké vyjimecné vysokou hustotou genti. Jejich
geny jsou v genomu natésnané vedle sebe,
a nékteré se dokonce prekryvaji, coZ je béZna
véc u bakterii, ale ne u eukaryot. Pravé to je
dtvodem, proc se ¢asto vyuzivaji jako mode-
ly pro studium zmensovani a zkompaktrio-
vani genomu.

Malé symbiotické genomy postupné
ztraceji mnoho funkci a ponechavaji si jen
geny nutné pro kopirovani DNA, jeji pfepis

1) I0LA: Infectious Organism Lurking in human Airways;
infekéni organismus skryvajici se v lidskych dychacich
cestach.
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a pieklad do proteint. Starat se o vlastni
genetickou informaci a udrZovat si tak
urcitou minimalni nezavislost se zda byt
pro organismy velmi dilezité. Pfesto se
obcas setkame s pfipady, kdy bakterie ztrati
zdanlivé esencidlni gen a neni jasné, jak
miiZe sama pokracovat v riistu a rozmnozo-
vani. U organismu takto zavislych na svém
hostiteli si mtizeme klast otazku, jestli jesté
jde o zivé organismy. V tabulce se jedna
napfiiklad o Candidatus Tremblaya princeps,
ktery je se svymi 110 geny nékde na hranici
symbionta a nové organely. Nékteré bunéc-
né organely, jako napiiklad mitochondrie,
také kdysi byly samostatnymi bakteriemi.
Potom se ale usidlily uvnitf bunék svého
hostitele a postupné ztratily vét$inu genu
nebo je pfesunuly do partnerova genomu
(Vesmir 95, 354, 2016/6). Oznacujeme je proto
za semiautonomni, ale uz ne Zivé. Kdesi
mezi vnitrobunécnym symbiontem a semi-
autonomni organelou tak vede neostra
hranice mezi Zivym a nezivym.

SYNTETICKA BIOLOGIE
Zajimavy pohled na minimalni genom nam
poskytuje synteticka biologie. Jiz v roce 2010
predstavil tym védct kolem Craiga Ventera
umeéle vytvofeny organismus na bazi bakte-
rie Mycoplasma mycoides a nazval ho Synthia
(obr. 1). [4] DNA pro Synthii JCVI-syn1.0 byla
sice syntetizovana v laboratofi, ale obsahové
§lo vlastné jen o kopii genomu mykoplazmy.
Po tomto uspésném testu tym navrhl, porad
jesté na bazi mykoplazmy, skoro o polovinu
redukovany synteticky genom. Ve verzi
JCVI-syn3.0 z roku 2016 je tento genom dlou-
hy 531 560 bp a obsahuje 473 genti [6] (obr. 2).
Zajimavé je, Ze 149 genti (tedy zhruba 31 %)
této umélé bakterie zatim nema znamou
biologickou funkci, a¢koliv jsou nezbytné
pro jeji fungovani a pfezivani. [1, 6] Nékteré
1ze alespon zaradit do obecnych funkénich
kategorii. Je mezi nimi napf. gen pro hydro-
lazu, jejiZ substrat ale nezname. U desitek
genu nevime ani to (obr. 3, 4).

Minimalni genom ma velky vyznam
iz hlediska biotechnologii. Nékteré bakterie,
jako naptiklad Escherichia coli, Bacillus subti-
lis nebo Streptomyces avermitilis, jsou bézné
upravovany tak, aby produkovaly biopa-
liva, aminokyseliny, organické kyseliny,
terapeutické latky ¢i antibiotika. V roce 2010
molekularni biologové odstranili z genomu
S. avermitilis velkou ¢ast chromozomu, ktera
nekdodovala zadné podstatné geny, a naopak
do néj vnesli geny pro tvorbu antibiotik
streptomycinu a cefamycinu C. Tyto reduko-
vané bakterie produkovaly mnohem vice
antibiotik neZ ty s pivodnim genomem.
E. coli se Casto vyuZziva k syntéze proteint,
1ékt1, inzulinu, vakcin a protilatek. Genom
jednoho kmene této bakterie byl tispésné
zmensSen o 35,9 %, pficemz takto zreduko-
vana bakterie se na béZné zivné pudé mnozi
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2. GENOM synteticky pripravené bakterie JCVI-syn3.0 odvozené od Mycoplasma
mycoides obsahuje méné nez 500 genti. Na snimku z elektronového mikroskopu je

shluk bunék zvétsSeny 15 000x.

lépe nez puvodni kmen. Obecné se tak da
tict, Ze bakterie s vhodné redukovanym
genomem vykazuji srovnatelny rist

a vyssi produkei Zaddoucich latek nez jejich

bez kategorie
(79 genl)

genova exprese
bunéény (195 gen)
metabolismus
(81 gendl)

struktura a funkce
bunééné membrany
(84 gend)

uchovani genetické
informace
(34 gendl)

3. ROZDELENI 473 GENU Syn3.0 do
&ty¥ hlavnich skupin. Zbylych 79 gent
nema prifazenu kategorii.

Upraveno podle Hutchison C. A. lll et al., Science, 2016,
DOI: 10.1126/science.aad6253

neredukované ptivodni verze. Snad proto,
Ze se nemohou vénovat z naseho pohledu
zbytnym ¢innostem.

EVOLUCE |

MINIMALNIHO GENOMU

Zajimavou otazkou je, zda organismum

s minimalnim, a zejména syntetickym
vlastnosti Zivota - schopnost evoluce. Uméla
bakterie JCVI-syn3.0 Gspésné pieziva na
Zivném médiu. Jak dlouho se ale udrzi

a jaky bude osud jejich potomku v dalsich
generacich? vzhledem k tomu, Ze je genom
bakterie vyrazné zmenseny, ma evolu-

ce mélo prostoru pro zasah. Buiika nyni
obsahuje pouze esencidlni geny nezbytné

k pfeziti, a mutace v libovolném genu by tak
mohla vést ke smrti. Jak moc takovy stav
omezuje schopnost bakterie pfizptisobovat
se prostiedi?

V zajimavé studii z loriského roku autofi
zjistili, Ze Synthia JCVI-syn3.0 m4 zdatnost
zhruba o polovinu horsi nez puvodni my-
koplazma. [7] Stacilo ji ale nechat pfirozené
vyvijet pouhych 2000 generaci, aby se jeji
zdatnost vratila na hodnotu srovnatelnou.
A nejen to. Kdyz autofi méfili rychlost

Mycoplasma pneumoniae

Mycoplasma genitalium lidsky patogen 580 kb 470
Riesia pediculicola obligatni symbiont v&f 575 kb 468
Candidatus Baumannia cicadellinicola  obligatni symbiont ostrostfelct 686 kb 433
Blattabacterium obligatni symbionti vabu 590-641 kb 473-588
Blochmannia obligatni symbionti tesafskych mravenct 583-610 kb 447-612
Buchnera aphidicola obligatni symbiont msice hrachové 642 kb 469
Candidatus Carsonella ruddii obligatni symbiont mer 160 kb 182
Candidatus Hodgkinia cicadicola symbiont cikad 143 kb 189
Candidatus Ishikawaella capsulatus symbiont plostic 754 kb 675
Moranella endobia Zije uvnitt bakterii Tremblaya princeps, symbiontd vinatek 538 kb 401
Nasuia deltocephalinicola obligatni endosymbiont listonohd 112 kb 137
Candidatus Portiera aleyrodidarum obligatni symbiont molic 281 kb 261
Candidatus Profftella armatura symbiont mer asijskych citrust (Diaphorina citri) 465 kb 350
Candidatus Sulcia muelleri obligatni symbiont kfis 190-248 kb 189
Candidatus Tremblaya princeps obligatni symbiont vinatek 137 kb 110
Candidatus Uzinura diaspidicola obligatni symbiont ¢ervcl 263 kb 226
Wigglesworthia obligatni symbiont much tse-tse 698-720 kb 637
Candidatus Zinderia insecticola obligatni symbiont pénodéjkovitych 208 kb 202

PRIKLADY MALYCH GENOMU. Symbiézou zde myslime tizké souziti dvou

a vice organismt, at uz pro oba partnery vyhodné, nebo pro jednoho z partnert
nevyhodné. Obligatni symbionti dokazou zit pouze ve vztahu s jinym organismem
a pIné na ném zavisi p¥i ristu a rozmnozovani. Fakultativni symbionti dokazou

prezit v symbiotickém vztahu i bez néj.

zmeén, s prekvapenim zjistili, Ze Synthia
se vyviji rychleji nez jeji pfibuzni s pu-
vodnim genomem. Seznam nejrychleji se
ménicich gent je také zajimavy. Ocekavali
bychom hlavné zmény v transportnich

Escherichia coli

JCVI-syn3A

I zpracovani genetické informace
I metabolismus

mechanismech, protoze pravé na transpor-
tu Zivin je minimalni bunika zcela zavisla.
Nejvice a nejrychleji se ale ménily geny pro
syntézu mastnych kyselin nutnych k tvorbé
bunéénych membran. A také geny potfebné

[ zpracovani environmentalnich informaci
[  bunécné procesy

4. POROVNANI GENU kédujicich protein u JCVI-syn3A (upravené verze ptivodniho
JCVI-syn3.0), M. pneumoniae a E. coli, které maji celkem 452, 688, respektive

4637 genu. Barvy reprezentuji pét hlavnich funkénich kategorii, jednotlivé odstiny
odpovidaji riiznym podkategoriim. Sedé oblasti a éisla v nich reprezentuji geny

s neznamou funkéni kategorii.

Upraveno podle Breurer M. et al.: eLife, 2019, DOI: 10.7554/eLife.36842

pro déleni bunék. Minimalni genom si tedy
oc¢ividné zachovava schopnost podléhat
prirozenému vybéru.

Tyto vysledky spolu s dal§imi teoreticky-
mi tvahami i praktickymi pokusy tykajici-
mi se minimalniho genomu ukazuji, Ze za-
kladni atributy Zivota nemusi byt extrémné
slozité. Asi ptl milionu pismenek genetic-
kého zapisu a nékolik stovek genu zfejmé
staci k docela dobie fungujicimu Zivému
organismu. Za vhodnych kontrolovanych
podminek i méné. To dava dohromady
dulezity prispévek k porozuméni Zivotu
v biologickém slova smyslu, stejné jako
kdvaham o vzniku Zivota ¢i o jeho exis-
tenci na jinych planetach. Zkoumani
minimalnich genom nam otevira tplné
nové zpusoby, jak na tyto otazky nahlizet,

a v budoucnu snad pifinese i dlouho hledané
odpovédi. @
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