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Ribonukleové kyseliny

jako katalyzatory

biochemickych reakci

Tento ¢lanek je zaméren na vlastnost RNA, jejiZ objev zdsadné zménil pohled
na evoluci molekularné biologickych zakladu zZivota a také odstartoval novy
smeér ve vyvoji terapeutickych latek na bazi oligoribonukleotidu. V r. 1989 zis-
kali Sidney Altman a Thomas R. Cech Nobelovu cenu za objev katalytickych
vlastnosti RNA. Tito védci totiz zjistili, Ze RNA muiZe vykonavat i funkci, ktera
byla do té doby pripisovdna pouze specializovanym proteiniim - enzymum, t;j.
katalyzovat biochemické reakce. Katalyzator je latka, ktera chemickou reakci
urychluje, ale sama vychazi z reakce nezménéna. RNA s katalytickou funkci

byly nazvany ribozymy.

Ribonukleova kyselina (RNA) byla, co do
funkci, v minulosti velmi podcetiovanou
molekulou. RNA byly vhimany pouze jako
poslové zprav od deoxyribonukleové kyse-
liny (DNA) k proteintim, jako pasivni sou-
¢asti proteosyntézy, ze kterych jsou ¢teny
zpravy a piekladany do proteinti. S postu-
pujicim zkoumanim se ukézalo, Ze mole-
kuly RNA se mohou uplatiiovat v mnoha
dalsich procesech. Funguji napf. jako pri-
mery (oligonukleotidova ocka) p¥i repli-
kaci DNA, transferové RNA pfinaseji do
ribozomi aminokyseliny pro syntézu pro-
teint (Ziva 2007, 5: 195-198). U mnoha
virti je RNA nositelem genetické informa-
ce a je tedy virovym genomem. U ostatnich
forem zivota plni tuto funkci DNA.

RNA se chemicky lisi od DNA jen malo,
ale na rozdil od ni se vyznacuje vyraznou
konformacni flexibilitou. Navic, jeji cuker-
né slozka — ribdza je reaktivnéjsi nez de-
oxyrib6za diky p¥{tomnosti volné -OH
skupiny na uhliku v pozici 2'. S objevo-
vanim novych uplatnéni v regulacich bio-
logickych procesti rok od roku prestiz
RNA roste. V1. 2007 byl vyzkum struktu-
ry a funkce RNA ocenén dvéma Nobelo-

vymi cenami za chemii a také za fyziologii
a medicinu (Ziva 2007, 3: XLIII).

Objev a podstata katalytické RNA

Vétsina dnesnich RNA je kddovédna DNA.
RNA prochazi po své syntéze (transkripci
podle matrice DNA) fadou dprav. Jednou
z nich je tzv. sesttih (splicing). V genech
eukaryot jsou totiZz sekvence nukleotidi
prekladané do proteinu pferusovany neko-
dujicimi dseky (introny), které se v konec-
né matrici mRNA, podle niz se syntetizu-
ji na ribozomech proteiny, nevyskytuji.
Tyto nekdédujici sekvence jsou kratce po
transkripci vystépovany a kédujici tseky
(exony) jsou spojovany do biologicky ak-
tivnich molekul RNA. Je to proces podob-
ny stiihu u filmu. Sestfih primarniho tran-
skriptu RNA zahrnuje pfinejmensim dvé
reakce: endonukleolytické $t€peni v mis-
tech spojti intronti a exont a spojeni k sobé
patiicich konct exonti kovalentni fosfo-
diesterovou vazbou (ligace). Introny vétsi-
ny primarnich RNA syntetizovanych v bu-
nécéném jadie jsou vystépovany za ticasti
komplexnich struktur (spliceozomy) obsa-
hujicich malé RNA a fadu proteint.
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Pracovnici Cechovy skupiny studovali
mechanismus sestfihu a snazili se nalézt
enzymy sestfihového aparatu. Ke zkou-
mani pouzili primérn{ transkript ribozo-
malni RNA (rRNA), kédovany v jadernych
genech prvoka Tetrahymena thermophila.
Tento primérni transkript obsahuje jeden
dlouhy intron. P¥i inkubaci prekurzoru
rRNA s jadernymi proteinovymi extrakty
in vitro zjistili, ze k sestfihu dochézi
i v negativnich kontrolach (ke kterym ne-
byl proteinovy extrakt pfidan). Samoztej-
mé usoudili, Ze jejich preparat RNA je
kontaminovan proteiny sestfihového kom-
plexu. Aby vylou¢ili moZznou proteinovou
kontaminaci, pfipravili si ¢istou moleku-
lu primarni rRNA uméle ve zkumavce
metodami genového inzenyrstvi tak, aby
tato RNA nepfisla do styku s bunéénymi
proteiny. K velkému pfekvapeni zjistili, Ze
pii inkubaci izolované prekurzorové rRNA
bez pfitomnosti jakéhokoli proteinu i bez
dodéni energie prosla tato RNA sestfihem.
V reakénim pufru byly pouze kationty
kovt a guanosinovy faktor (guanosin mo-
nofosfat — GMP s volnou -OH skupinou
ve 3’ poloze ribézy). Ze reakce probshla
bez Gcasti proteinu i bez spotfeby energie
(ATP nebo jiné makroergické vazby), bylo
velmi prekvapivé. Chemismus téchto reak-
ci bylo moZno vysvétlit sérif tzv. trans-
esterifika¢nich reakct, které zahrnuji vzdy
sptrazené rozruseni fosfodiesterové vazby
(8tépeni) a vytvofeni nové (ligace). Energie
pii stépeni neni hydrolyzou ,ztracena“,
ale je pouzita na vznik nové fosfodiestero-
vé vazby.

(6}
|| I

R-OH + R'—O—ll’—O—R” —>> R—O—ll’—O—R” +R'OH
6} O

R = guanosin monofosfat;
R’ =5’ exon; R” = intron + 3’ exon

Aby mohla byt takova série vazebnych
vymeén zahéjena, je nutna pfitomnost volné
OH skupiny v 3’ poloze nukleosidu. Tu
zde zprosttedkovava guanosinovy kofaktor,

1 Struktura viroidi. A: Sekvence PSTV
(Potato Spindle Tuber Viroid) a TPMV
(Tomato Planta Macho Viroid). Rdmecky
oznacuji spole¢nou doménu odpovédnou
za autokatalytické stépeni. B: Interakci
komplementarnich bazi tvofi viroidova
RNA tyckovou dvousroubovicovou
strukturu. Podle R. Hull (2004), P. Keese
a R. H. Symons (1985), upraveno

¢ CEOCUEC CAC 66 C6CC 6C ucem
CECE N Bgeecwwuécuuccuc
W

20

www.ziva.avcr.cz



ktery se pfipojuje béhem vystépeni intronu
na jeho 5’ konec. Dtlezité je, Ze aktiva¢ni
energii pro tuto reakci poskytuje RNA sa-
motn4, jeji sekundarni a tercialni struktura,
ktera autokatalyzuje svou vlastni pfeménu.
Sekvence intronu totiZ umoziiuje vznik
takové konformace (prostorového uspora-
dani), kterd snizuje aktivacni energii pro
specifické stépeni a znovuvytvaieni fosfo-
diesterovych vazeb. Aktivita katalytické
RNA tedy zévisi na jejim prostorovém
uspotadéni (je-li toto prostorové uspoia-
dénf zruseno, nap¥. rozrusenim vodikovych
vazeb pii vyssi teploté nebo v pfitomnosti
denatura¢nich ¢inidel, RNA své katalytic-
ké schopnosti ztraci). Cech a jeho spolu-
pracovnici nazvali RNA s katalytickymi
vlastnostmi podobnymi enzymutm ribozy-
my. Intron primarniho transkriptu rRNA
prvoka Tetrahymena je nyni znam jako
¢len velké skupiny v piirodé se vyskytuji-
cich samosevystépujicich intront.

V prirodé se vyskytuje katalytickd RNA
ruznych strukturnich typua
Brzy po prvnich objevech katalytické RNA
se zacCaly ve védeckych Gasopisech obje-
vovat tidaje o dalsich pfirodnich izolatech
RNA s katalytickymi tc¢inky. Ukézalo se, Ze
katalytické domény rtiznych izolatd ne-
jsou vSechny zalozeny na jediné pfibuzné
sekvenci a ze vznikly v pfirodé patrné
mnohokrat nezavisle. Jeden typ ribozymiu
byl pivodné objeven v RNA rostlinnych
viroidd a nékterych virusoidt (viz nize)
a pozdéji byly identifikovény i v genomech
zivoc¢ichu — napf. ¢olka Notophthalmus
viridescens, krevnicky (Schistosoma) nebo
konikovitych z rodu Dolichopoda.
Viroidy jsou malé kruhové infekéni RNA,
dlouhé 250-400 nukleotidd, které se re-
plikuji v butikach vyssich rostlin a neko-

duji zadné proteiny. Viroidy se v rostlinach

A. Katalyticka doména viroidu
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§if{ do bunék vSech tkani a u nékterych
rostlinnych druht vyvolévaji onemocné-
ni podobné virézam (zakrslost, zluté skvr-
ny na listech, vietenovitd malformace hliz
aj.). Kruhova RNA viroid ma za fyziolo-
gické teploty tvar tycek. Mezi bazemi kom-
plementarnich nukleotidi se totiz vytvori
vodikové mistky (A-T a G-C) a protoze
viroidovd RNA ma vysoky stupeii komple-
mentarity bazi, vznikne prakticky dvou-
sroubovicova tyc¢kovita struktura (obr. 1).

Viroidy se v rostlinnych buikach re-
plikuji hostitelskymi polymerdzami. Opa-
kovanym prepisem cyklického viroidu
vznikd jedna dlouhd molekula RNA, kte-
rd je mnohondsobkem pivodni viroidové
sekvence. Ta se pak autokatalyticky rozsté-
pi a kovalentné spoji do novych krouzk,
které jsou k pivodni pfedloze komple-
mentérni. Podle téchto komplementérnich
RNA jsou podobné syntetizovany nové
viroidy. Reakce $tépeni dlouhé molekuly
RNA a spojovéni do kruhovych viroido-
vych struktur je katalyzovana stfedovou
konzervativni viroidovou doménou (obr.
1A, 2A). Pokusy s dele¢nimi mutanty viro-
idovych cDNA (viroidové RNA piepsané
do DNA sekvenci) umoznily vymezit se-
kvenci nezbytnou pro katalytickou funkci
viroidové domény (obr. 2B). Pro tvar jeji-
ho prostorového usporadani pfipominaji-
ci kladivouna ji objevitelé nazvali struk-
tura hammerhead. Motiv hammerhead (asi
40 nukleotid) je nejmensi v pfirodé se vy-
skytujici ribozym, je také nejefektivnéjsi
v katalyze autostépend.

Virusoidy — kruhové RNA s katalytic-
kymi tc¢inky — které se viroidim podoba-
ji svou sekundarni strukturou, mechanis-
mem replikace i tim, Ze vétsinou nekéduji
zadné proteiny, jsou na rozdil od viroidi
prenaseny do rostlin kapsidami virt jako
jejich satelity. Jeden virusoid byl objeven
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i v lidském organismu, v jatrech nékterych
pacientti infikovanych virem hepatitidy B.
Ukézalo se, Ze tato autokatalytickd RNA
(HDV — Hepatitis Delta Virus) cestuje v ¢as-
ticich viru zloutenky typu B. Katalytick4
doména HDV ma jiny typ sekundarn{ struk-
tury nez ,,hammerhead®. Dalsi odlisny typ
katalytické RNA byl nalezen napft. v mito-
chondriich nékterych hub.

Velkou skupinu katalytickych RNA v p¥i-
rodé tvori nékteré introny. Ackoli fada
jadernych intront nem4 katalytické tc¢in-
ky, existuji dvé skupiny intronu, které
katalyzuji svoje vlastni vystépeni. Tf¥ida I
byla nalezena v genech pro rRNA prvoki
(napf. Tetrahymena), dale v mitochond-
riich a chloroplastech mnoha nizsich eu-
karyot a také v mitochondriich vyssich
rostlin. T¥ida II, ktera se lisi jak prostoro-
vym uspofadanim, tak i mechanismem
pribéhu sestiihu (viz obr. 4), byla naleze-
na v mitochondriich rostlin a hub a v chlo-
roplastech. Mechanismus sestfihu intro-
nu tHdy II velmi pfipomind mechanismus,
jakym je upravovéna vétSina primarnich
transkriptt jadernych gent vyssich euka-
ryot. Jejich introny nejsou schopny se vy-
stépovat autokatalyticky. Kjejich vystépo-
vani dnes slouzi velké komplexy slozené
z proteinti a malych jadernych RNA (spli-
ceozomy). Je mozné, Ze tento ,,moderni®
zpusob sestfihu je odvozen z evoluéné
star§ich intrond t¥idy II. Béhem evoluce
eukaryot mohlo dojit k fragmentaci a sepa-
raci katalytické domény do dnes pfitom-
nych malych RNA a ke vzniku proteind,
které doladily a z&4sti pfevzaly jejich kata-
lytické funkce.

Je tieba si vS§imnout skutec¢nosti, Ze sa-
movystépitelné introny nejsou pravymi
katalyzatory, které by reakc{ prosly nezmé-
nény. Nicméné v piirodé se vyskytujii pra-
vé katalyzatory se strukturou RNA. Jeden

2 Ribozym se strukturou zvanou
hammerhead. A: Schematické struktura
viroidu s vyznacenou sekvenci stfedové
konzervativni katalytické domény
,hammerhead“. Zbylé viroidové sekven-
ce jsou naznaceny plnou ¢ernou ¢arou
(leva smycka); B: Minimalni sekvence
potfebné pro katalytickou funkci;

I, II, ITI: ramena komplementérnich
sekvenci; N: jakékoli komplementarni
nukleotidy mezi substratem a ribozy-
mem. Cervené baze jsou nezbytné pro
katalytické téinky ribozymu. Sipka
oznacuje misto Stépeni (vzdy za
nukleotidy GUX, kde X = C nebo T).
Podle V. Walbot a G. Bruening (Nature
1988), upraveno

3 RNéza P vystépuje 5’ konec tRNA

z primérniho transkriptu

4 Mechanismus sestfihu intrond t¥idy
[ aIl: A — Reakce sestfihu intront t¥idy I
zahrnuje pfesné vystépeni intronu,
pfipojeni guanosinového (G) faktoru

k 5" konci intronu. B — P¥i sestfihu intro-
ni t¥idy II se adeninovy zbytek pobliz

3’ konce vystépeného intronu spoji

s 5' koncem intronu. Vznikne tak lasovita
struktura (lariat) intronu vétvend na ade-
ninovém zbytku (A). P (Zluté) jsou fosfa-
tové skupiny védzané na nukleosidy RNA.
Upraveno podle T. D. Pollard, W. C. Earn-
shaw (Cell Biology 2008)
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byl popsén soucasné s objevem autokata-
lyticky se vystépujiciho intronu jako sloz-
ka enzymu bakterialni RNazy P.

RNéza P se nachézi ve vSech buiikach,
kde katalyzuje specifické stépeni prekurzo-
ru transferové (tRNA) a malé ribozomaéalni
5S rRNA (obr. 3). Tyto substraty zfejmé
sdileji strukturni rysy, rozpoznavané va-
zebnym mistem RNazy P. Enzym RNaza P
bakterii je nukleoproteinovy komplex slo-
zeny z proteinové podjednotky a RNA
podjednotky. Bylo dokazano, ze katalytic-
kou podjednotkou tohoto enzymu je pra- dény pozdéji v jejich evoluci.
vé RNA. Tato katalytickda RNA je pies 300
nukleotidt velké a sestava ze dvou do-
mén, z nichz jedna obsahuje rozpoznava- v mediciné
ci sekvenci pro substratovou RNA a druha
obsahuje aktivni misto ribozymu. Protei-
nova slozka nema v tomto pfipadé enzy-
movou funkci, ale poméaha stabilizovat
prostorovou strukturu RNA a zlepsuje tak
afinitu RNA k substrétu.

Jiz dlouho se védélo, Ze ribozomy, té-
liska pro syntézu proteint podle matrice
mRNA, se skladaji z riznych ribozomal-
nich RNA a fady proteini. Pfi detailnim
studiu prostorové struktury ribozomu se
s velkym pfekvapenim zjistilo, Ze se RNA
slozka ribozomt tcastni vSech funkci
potiebnych pro proteinovou syntézu a zZe
aktivni centrum ve velké ribozomalni
podjednotce, kde se odehrava vytvareni
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peptidovych vazeb mezi aminokyselina-
mi, je zcela obklopeno RNA. Rovnéz va-
zebné misto pro substrat je ddno inter-
akcemi ribozomalni RNA. Jinymi slovy,
ribozom je vlastné ribozym. Ribozomalni
RNA neni, jak se diive myslelo, pouze
lesenim pro katalytické proteiny, nybrz
préaveé naopak, proteiny se zdaji byt sloz-
kami, udrzujicimi katalytickou RNA v jeji
aktivni konformaci. Objev, Ze katalytickou
slozkou ribozomt je RNA, podporuje hy-
potézu, Ze proteiny byly k ribozomtm p¥i-

Vyuziti katalytickych vlastnosti RNA

Brzy poté, co byla ur¢ena minimalni po-
tfebnd struktura (consensus sekvence) pro
strukturu viroidovych domén, O. C. Uhlen-
beck a spolupracovnici zkusili pfipravit
umeéle ribozymy (obr. 5), ve kterych fyzicky
oddslili ¢ast Fetézce substratového (v némz
probihé §tépeni) od ribozymového (vlast-
ni katalytické domény). Pripravili dva oli-
gonuklotidy a po hybridizaci (vzadjemné
interakci vodikovymi mistky) jejich kom-
plementérnich ¢asti byl delsi z nich (sub-
strat) rozstépen za sekvenci GUC mensim
katalytickym Fetézcem. Jak je vidét z obr.
5, jedinym sekven¢nim pozadavkem na
substratovy fetézec je sekvence GUX (X
= C nebo T), za niZ dochazi ke stépeni,

5 Oddéleny substratovy (stépeny)

a ribozymovy (katalyticky) fetézec.
Pozadavek komplementarity substrato-
vého a enzymového Fetézce (bilé
rdmecky), katalyticky motiv struktury
hammerhead (zeleny rdmecek).

N: jakékoli komplementarni nukleotidy
mezi substratem a ribozymem. Pro kata-
lytické tc¢inky ribozymu jsou nezbytné
¢ervend oznacdené baze. Sipka ukazuje
misto stépeni

6 T¥i ribozymy navrzené pro Stépeni
modelové mRNA kédujici enzym chlo-
ramfenikol transferdzu (CAT). V této
mRNA se nachéazi sekvence GUC ve tfech
mistech. Obr. 5 a 6 podle J. Haseloff

a W. L. Gerlach (Nature 1988), upraveno
7 In vitro evoluce ribozymu s polymera-
zovou aktivitou, katalyzujiciho syntézu
RNA podle RNA templatu. Sekvence
ribozymt vloZené do reakce na pocatku
procesu obsahovaly populaci mutova-
nych verzi ligdzového ribozymu (¢erné
vlakno). 5’ konec ligazové domény ribo-
zymu byl kovalentné pfipojen k 5" konci
RNA primeru (ve zlutém ramecku).
Zaroven byl pridan do reakce fetézec
RNA-templatu (pfedloha pro syntézu;

v modrém ramecku), jehoZ 3’ koncova
¢ast vytvorila s primerem vodikové must-
ky. Ty mutované verze molekul ptivodni-
ho ribozymu, které byly schopné méné

¢i vice ucinné katalyzovat prodluzovéani
primeru (zluty rdamecek) podle templéatu
(modry rdamecek), byly selektovany prave
na zakladeé této schopnosti: do reakce byl
pfidén biotinem modifikovany substrat
(adenosin trifosfat s navdzanym biotinem,
zelené). Pokud ribozym katalyzoval syn-
tézu RNA podle templatu, modifikované
nukleotidy se ptipojily fosfodiesterovou
vazbou k primeru, a tedy i k prislusnému
ribozymu. Poté byly do reakce ptidany
magnetické kulicky s navazanym strepta-
vidinem (ktery vaZe biotin). Magnetem
pak byly z celé populace ribozymovych
molekul vybrany praveé jen ty molekuly,
které katalyzovaly polymerazovou reakci
(protoZe jen ty mély pfipojenou biotino-
vou znacku, za kterou je bylo mozno
zachytit). Nasledné byly zachycené mole-
kuly ribozymu z kuli¢ek uvolnény, zmno-
Zeny (s opétnym zavedenim nahodilych
mutaci) a vraceny do reakce. Nukleotidy
pfipojené k primeru polymerazovou reak-
ci katalyzovanou ribozymem — ¢ervené

a zeleng. Cervend Sipka ukazuje smér
syntézy. Upraveno podle W. K. Johnston
a kol. (Science 2001)
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obklopena z obou stran libovolnymi nu-
kleotidy, které paruji (vodikovymi miist-
ky) se sekvencemi obklopujicimi jadro
katalytického fetézce.

Tyto pokusy oteviely novy smér navrhia
terapeutickych latek: umélych ribozymiu
pro zablokovan{ tvorby skodlivych protei-
nu $tépenim mRNA, podle kterych jsou
syntetizovany — napt. §tépenim molekul
mRNA kédujicich patologicky pozménéné
proteiny pfi nddorovém bujeni nebo §té-
penim virovych RNA. P¥i znalosti sekven-
ce cilové RNA sta¢i vyhledat sekvenci
GUX v prislusné RNA a ,,usit“ na miru
ribozym, jehoZ okrajové sekvence (bilé
ramecky v obr. 5) budou komplementarni
k sekvencim obklopujicim GUX cilové
RNA a zachyti se k nim vodikovymi must-
ky. Takto pfipojeny ribozym rozstépi sub-
stratovou RNA za sekvenci GUX (obr. 6).
Uméle syntetizovany ribozym funguje jako
pravy katalyzator, protoZe po rozstépeni
substratové RNA mutZe nezménén kataly-
zovat §tépeni dalsich molekul cilové RNA.
Velkou vyhodou ribozymti, kromé toho, Ze
k d¢inkdm stac¢i malé katalytickd mnoz-
stvi, je nevratné zniceni cilové RNA. Apli-
kace ribozymi k $tépeni mRNA bylo vy-
zkouseno s vybornymi vysledky in vitro.
V soucasnosti jiz probihaji klinické studie,
které zkoumaji ic¢inek ribozymu in vivo
pro 1écbu pacientt s infek&nim ¢i nado-
rovym onemocnénim.

Vyzkum vyuziti ribozymu pro terapeu-
tické ucely na sebe soustiedil obrovsky
zajem 1 velké tsili experimentétord. Pies
mnoho problémi, které bude jesté tieba
prekonat v in vivo podminkach, je to vel-
mi slibny p¥istup pro terapii geneticky
podminénych, infekénich nddorovych
a dalsich chorob.
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Objev ribozymi zménil pohled

na evoluci prvnich zZivych forem

Objev katalytickych vlastnosti RNA vel-
mi posilil hypotézu odpovidajici na otaz-
ku, co bylo d¥ive: slepice nebo vejce, nebo-
li existovala-li dfive DNA ¢&i proteiny. Tato
hypotéza predpokladd, ze dfive nez DNA
a proteiny existovala RNA a Ze pred sou-
¢asnym DNA svétem byla pied asi ¢tyfmi
biliony let perioda RNA svéta (termin
zavedl M. Gilbert). RNA mohla totiZ slou-
zit jednak jako nositel genetické informa-
ce, jednak jako katalyzétor reakci, jimiz
byla informace replikovéana i realizovana.
Teprve pozdéji, s nutnou ddasti dvou en-
zym1, ribonukleotid-reduktazy (enzymu,
ktery byl schopen pfeménit ribézu na de-
oxyrib6zu) a reverzni transkriptazy (poly-
merazy, kterd byla schopna syntetizovat
fetézce DNA podle RNA templatu), byla
geneticka informace uloZena s vyhodou do
méné reaktivni, stabilnéjsi struktury DNA.
Existuji dalsi alternativni teorie, z nichz
jedna postuluje velmi ¢asny vztah mezi
nukleotidy a aminokyselinovymi slouce-
ninami, tj. ,,smiSeny* svét na bazi nukleo-
tidt a aminokyselin ¢i kratkych peptida.
V tomto kontextu by koenzymy nyné&jsich
enzym-koenzymovych komplext sloZzené
z nukleotidové a proteinové ¢ésti (napf.
koenzym A) pfedstavovaly velmi archaic-
ké pfipominky ¢asného ribonukleo-pep-
tidového svéta. Tézko kdy bude dostupny
piimy dikaz potvrzujici ¢i vyvracejici exi-
stenci RNA svéta. Jednou z metod pouzi-
vanych na podpofeni evolucénich teorii
o roli RNA v pre-DNA svété je simulova-
nf evoluce vlastnosti molekul RNA ve zku-
mavce. Tato metoda byla tspésné pouzita
pro ziskani struktur RNA s novymi kata-
lytickymi vlastnostmi.

Procesem zakladnfho vyznamu v RNA
svété by byla replikace RNA podle RNA
templétu katalyzovana strukturou RNA.
Ackoli ribozym, ktery by katalyzoval tem-
platem fizenou polymerizaci nukleotidd,
nebyl v ptirodé nalezen, byl ziskén evo-
luci ve zkumavce. Je to proces, ktery za-
hrnuje opakované vybérové pomnozeni
molekul RNA tak, Ze pomnoZeny jsou
pouze RNA, kterym se podafi katalyzo-
vat ur¢itou vyZzadanou chemickou reak-
ci. Pfitom se pamatuje na zavadéni na-
hodilych mutaci, které udrzuji variace
v populaci molekul RNA. Autofi ribozy-
mu, ktery katalyzoval RNA templdtem
fizenou RNA polymerizaci, pouzili jako
vychozi strukturu p¥irozeny ribozym s li-
gézovou aktivitou (ligdza spojuje vldkna
RNA kovalentni vazbou), do kterého na-
hodile zavadéli mutace. Novy polymera-
zovy ribozym byl ziskdn z populace asi
10'® riizné mutovanych RNA po 18 kolech
reakci nésledovanych vzdy selekci a na-
mnozenim vybranych RNA (obr. 7). Po-
dobnymi procesy byly ziskany ribozymy,
které katalyzovaly napf. uracil fosforibo-
zyl transferdzovou reakci (pfipojovani
aktivované rib6zy k uracilu za vzniku uri-
din 5’ fosfatu) nebo ribozymy katalyzuji-
ci tvorbu peptidické vazby mezi amino-
kyselinami. Podafilo se téz selektovat
ribozymy, které stépily specificky DNA
misto RNA.

Simulace nékterych chemickych reakct,
které mohly vést k vyvoji zZivota na Zemi,
neni jedinym tdc¢elem in vitro evoluce
molekul. Rozvijejici se vyzkum zaméfeny
na selekci novych struktur s pozadovany-
mi vlastnostmi, najde bezpochyby v bliz-
kém budoucnu vyznamné uplatnéni v me-
dicing i dalgich oborech.

Vyukové soupravy pro biologii
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