O predpovediach vedeckych objavov’

Lubomir Tomaska

"It’s difficult to make predictions, especially about the future"
Niels Bohr (?)?

Na Gvod kratky pribeh.® Zagina sa v roku 1993 v stredomorskom pristave
Santa Pola na Spanielskej Costa Blanca. Francisco Mojica, vtedy doktorand
na Univerzite v Alicante, dostal ako dizertacny projekt studium halofilného
archednu Haloferax mediterranei,* u ktorého spolu so svojim $kolitelom a
dalSimi dvomi kolegami zistili, ze vysoka koncentracia soli v kultivatnom
médiu vedie k zmene profilu restrikEnych fragmentov DNA tohto
mikroorganizmu.® Mojica sa podujal charakterizovat ich sekvencie. V prvom
DNA fragmente, ktory sekvenoval, objavil kuriozitu: niekolko tandemovych
kopii palidromickych sekvencii dlhych 30 parov baz, ktoré boli oddelené
sekvenciami (spacermi) dlhymi priblizne 35 parov baz. V tom €ase tento typ
repeticii nepripominal ni¢, o bolo zname v litrerature. Mojica vysledky spisal
do publikacie, ktort uverejnil ¢asopis Molecular Microbiology.®

Vtedy 28-ro¢ny Mojica sa rozhodol tieto zahadné repeticie Studovat
detailnejSie. Zistil, Ze sa vyskytuju nielen u Haloferax mediterranei, ale aj u
blizko pribuznej Haloferax volcanii aj u dalSich halofilnych archednov. VSimol
si tiez, ze v druhej polovici 80. rokov 20. storoCia japonska skupina
publikovala pracu, v ktorej bol zmieneny vyskyt repetitivnych sekvencii u
Escherichia coli, ktoré sice s tymi u H. mediterranei a H. volcanii nevykazovali
sekvenénu podobnost, ale v gendme boli organizované podobne ako u
Mojicom $tudovanych halofilov.” Na zaklade tychto vysledkov Mojica spisal
publikaciu, v ktorej hypotetizoval, Ze tento typ repeticii u prokaryotov ma
zrejme nejaky funkény vyznam.® Po kratkom postdoktoralnom pobyte na
University of Oxford, kde sa venoval inej problematike,® sa Mojica vratil do
Alicante a aj k téme mysteriézneho typu tandemovych repeticii u prokaryotov.
V roku 2000 ich identifikoval u 20 ré6znych mikroorganizmov vcitane

1 Uvodné prednaska na podujati V éom bude rok 2019 prelomovy vo vede?, 26. marec 2019, Vedecky
park Univerzity Komenského v Bratislave. Akcia bola organizovana skupinou Studentov pod vedenim
Simony Veselej z Katedry genetiky Prirodovedeckej fakulty UK.

2 Nie je jasné, kto je autorom vyroku, podla véetkého to bol Dan, mozno povodne niekto v danskom
parlamente. NajCastejSie sa vSak pripisuje danskemu fyzikovi Nielsovi Bohrovi (1885—-1962); preto "?".
3 Prevzaté z Lander, E. (2016). The heroes of CRISPR. Cell 164: 18-28.

4V solarnom solivare v Santa Pola, juzne od Alicante, bolo najdenych niekolko druhov halofilnych
archeonov, napr. Haloferax mediterranei, H. gibonsii, H. lucentense, Haloarcula hispanica. Tato oblast,
v ktorej sa nachadza aj narodny park Salinas de Santa Pola, je preto idealna pre ich Studium.

5 Juez, G., Rodriguez-Valera, F., Herrero, N., Mojica, F.J. (1990). Evidence for salt-associated
restriction pattern modifications in the archaeobacterium Haloferax mediterranei. J. Bacteriol. 172:
7278-7281.

6 Mojica, F.J., Juez, G., Rodriguez-Valera, F. (1993). Transcription at different salinities of Haloferax
mediterranei sequences adjacent to partially modified Pstl sites. Mol. Microbiol. 9: 613-621.

7 Ishino, Y., Shinagawa, H., Makino, K., Amemura, M., Nakata, A. (1987). Nucleotide sequence of the
iap gene, responsible for alkaline phosphatase isozyme conversion in Escherichia coli, and identification
of the gene product. J. Bacteriol. 169: 5429-5433.

8 Mojica, F.J.M., Ferrer, C., Juez, G., Rodriguez-Valera, F. (1995). Long stretches of short tandem
repeats are present in the largest replicons of the Archaea Haloferax mediterranei and Haloferax
volcanii and could be involved in replicon partitioning. Mol. Microbiol. 17: 85-93.

9 Superspiralizacii prokaryotickej DNA in vivo.



Mycobacterium tuberculosis, Clostridium difficile a Yersinia pestis.'® Mojicove
prace ukazali, Ze tieto repeticie, pévodne oznacené ako kratke pravidelne
oddelené opakovania, resp. short regularly spaced repeats (SRSRs) [neskor
premenované na clustered regularly interspaced palindromic repeats
(CRISPRs)] su takmer univerzalne pritomné u prokaryotov. Aka je vSak ich
funkcia? Pévodne sa Spekulovalo o ich ulohe v regulacii expresie génov,
segregacii chromozémov, €i oprave poskodeni DNA, ani jedna z tychto
hypotéz sa v8ak nepotvrdila.'

Mojica pokracoval v analyze CRISPR vyuZivajuc relativne primitivhu formu
vyhladavania ich podobnosti so sekvenciami, ktoré pribudali do databaz a
vSimol si pozoruhodnu vec. V CRISPR lokuse, ktory nasiel v niekolkych
kmenoch Escherichia coli, identifikoval sekvenciu spacera, ktory zodpovedal
Casti sekvencie faga P1. Podstatnou doplnkovou informaciou bolo, Zze vSetky
tieto kmene E. coli boli zaroven rezistentné k infekcii fagom P1. Za tyzden
zanalyzoval sekvencie dalSich takmer 5000 spacerov a zistil, ze 88 z nich je
identickych zo sekvenciami Casti genomov bakteriofagov, resp. plazmidov. To
ho naviedlo na myslienku, Ze CRISPR predstavuju ulozZisko pamatovych
(sekvencnych) stép po infekcii fagmi, resp. transformacii plazmidmi a
umoznuju prokaryotom realizovat adaptivnu imunitnu ochranu pred
opatovnymi infekciami a transformaciami. Na jeseri v roku 2003 napisal
¢lanok a poslal ho na posudenie do ¢asopisu Nature. V novembri dostal
spravu o jeho odmietnuti bez toho, aby editor poslal ¢lanok na review so
zdévodnenim, Ze tento fenomén je uz znamy (sic!). V januari 2004 editor v
Proceedings of National Academy of Sciences USA urobil to isté so slovami,
Ze Clanok nie je originalny a dolezity. Nasledovalo odmietnutie v dalSich
“vysoko-impaktovych” €asopisoch. V roku 2005, rok a pol po napisani prvej
verzie, sa ¢lanok objavil v Journal of Molecular Evolution (IF2017=1,957).12

Dnes je Mojicov ¢lanok z 1. februara 2005 povazovany za jednu z
najdolezitejSich vedeckych publikacii prvej dekady 21. storoCia. Stal pri zrode
ikonickej CRISPR-Cas technoldgie, pomocou ktorej dnes vieme s
jednonukleotidovou presnostou modifikovat’ aj tak zlozité gendmy, ako je ten
ludsky.'® Uvedomovala si tuto dolezitost vtedajSia vedecka komunita? Bolo
evidentné, Ze ide o prelomovy objav? A, nadvazujuc na ustrednu otazku v
nazve podujatia, bol tento objav o€akavany?

Musime pokorne priznat, Ze nielenZe nikto zaCiatkom roku 2005
nepredpokladal, Ze Mojica a jeho spolupracovnici objavia ulohu CRISPR v
imunite prokaryotov a uz vobec nie, Ze bude mat’ take dalekosiahle vyuZzitie v
biomedicine a biotechnologiach. V Science zo 17. decembra 2004 su ako
oblasti, ktoré treba sledovat’ v roku 2005 uvedené nové spdsoby
farmakologickej intervencie s obezitou, project HapMap zamerany na

10 Mojica, F.J.M., Diez-Villasenor, C., Soria, E., Juez, G. (2000). Biological significance of a family of
regularly spaced repeats in the genomes of Archaea, Bacteria and mitochondria. Mol. Microbiol. 36:
244-246.

" Pre historicky prehl'ad pozri Mojica, F.J.M., Garrett, R.A. (2012). Discovery and seminal developments
in the CRISPR field. In: CRISPR-Cas Systems, R. Barrangou and J. van der Oost, eds. (Berlin,
Heidelberg: Springer Berlin Heidelberg), pp. 1-31.

2 Mojica, F.J.M., Diez-Villasenor, C., Garcia-Martinez, J., Soria, E. (2005). Intervening sequences of
regularly spaced prokaryotic repeats derive from foreign genetic elements. J. Mol. Evol. 60: 174—182.

13 Lander, E. (2016). The heroes of CRISPR. Cell 164: 18-28.



mapovanie haplotypov vo vybranych fudskych populaciach a autofagia.'
[pritom, podcCiarkujuc hlavny odkaz textu, zasadné prace Yoshinuri Ohsumiho
o autofagii, za ktoré ziskal Nobelovu cenu v roku 2016, boli publikované uz
zaciatkom 90. rokov 20. storo¢ia]'®. Dokonca, ani pri spatnom hodnoteni roku
2005 sa Mojicova praca neobjavila vo vyberoch toho najddlezitejSieho, ¢o sa
vo vede v tomto roku odohralo. V Science z 23. decembra 2005 bola v
kazdoro€nej ankete Breakthrough of the Year za vitaza vyhlasena skupina
prac, ktoré vyuzili vtedajSie genomické nastroje na $tudium evolucie.'® V
dalSom poradi (v bioldgii) boli vyzdvihnuté prace popisujuce molekularne
mechanizmy kvitnutia u rastlin, genetickej podstaty niektorych ochoreni
mozgu, ¢i Struktury proteinového kanala pre draslik. Ani s citaénym ohlasom
na pracu Mojica a kol. (2005) to nevyzeralo oslnivo. V roku 2005 ziskala 3
citacie, v roku 2006, 10, v roku 2007 12, v 2008 18, v 2009 19. Ni¢
nenasvedcCovalo tomu, ze sa z nej stane jedna z najcitovanejSich prac v
mikrobioldgii'®...ale az s odstupom niekolkych rokov. A ano, CRISPR-Cas sa
stala Breakthrough of the Year, ale az v roku 2015, teda 10 rokov po
Mojicovom objave.?

Tento pribeh je typicky pre prelomové objavy. Dokaz, ze DNA nesie gény,
priniesla publikacia v roku 1944,2° eSte koncom 50. rokov 20. storoéia v8ak
neexistovala zhoda, Ze to je skutoCne univerzalny fenomén. Watson s
Crickom sice publikovali svoj model dvojzavitnicovej Struktury DNA na prvy
pokus v Nature v roku 1953,%' velky ohlas vSak tato praca bezprostredne po
jej vydani neziskala.?? Barbara McClintock popisala mobilné genetické
elementy (dnes zname ako transpozony) v roku 1950,23 niekolko dekad bola
jej publikacia viac-menej ignorovana. Napriek tomu, Ze v tychto i mnohych
dalSich pripadoch si prace mohli precitat ti najkompetentnejsi fudia, neodhalili
hned ich dblezitost. Ak nie sme schopni okamzite odhalit vyznam uz
publikovanych vysledkov, ktoré sa s odstupom Casu ukazu byt prelomovymi,
dokazeme ich predikovat a priori? Alebo inak, je v tomto kontexte
opodstatnené zamyslat sa nad otazkami typu, aké objavy mézeme oCakavat
v najblizSom obdobi?

A predsa, zvlast na akademickej p6de maju diskusie o tom, €o dblezité nas
Caka v nasledujucich mesiacoch, ¢i rokoch, vefky vyznam. Ako inak by bolo
mozné naplanovat si vedecky projekt, ktory ma potencial priniest’ délezité
vysledky? Autor/ka takého projektu musi vediet, aké dolezité otazky v oblasti,

14 http://science.sciencemag.org/content/306/5704/2014.full

5 Takeshige, K., Baba, M., Tsuboi, S., Noda, T. Ohsumi, Y. (1992). Autophagy in yeast demonstrated
with proteinase-deficient mutants and conditions for its induction. J. Cell Biol. 119: 301-311; Tsukada,
M. Ohsumi, Y. (1993). Isolation and characterization of autophagy-defective mutants of Saccharomyces
cervisiae. FEBS Lett. 333: 169—-174.

'8 http://science.sciencemag.org/content/310/5756/1878.full

'7 http://science.sciencemag.org/content/310/5756/1880.1.full

'8 podla Web of Science mala praca k 18. marcu 2019 663 citacii; http://apps.webofknowledge.com

19 https://www.sciencemag.org/news/2015/12/and-science-s-2015-breakthrough-year

20 Avery, O.T., MacLeod, C.M., McCarty, M. (1944). Studies on the chemical nature of the substance
inducing transformation of pneumococcal types: Induction of transformation by a deoxyribonucleic acid
fraction isolated from Pneumococcus Type llI". J. Exp. Med. 79: 137-158.

21 Watson, J.D., Crick, F.H.C. (1953). Molecular structure of nucleic acids: A structure for deoxyribose
nucleic acid. Nature 171: 737-738.

22 Judson, H.F. (1996). The Eighth Day of Creation. Makers of the Revolution in Biology. Cold Sprinh
Harbor Laboratory Press.

23 McClintock, B. (1950), The origin and behavior of mutable loci in maize. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
36: 344-355.



ktorej sa venuje, nie su zodpovedané, ktoré su hlavné vyzvy, aké medzery
pre adekvatne porozumenie nejakého fenoménu je potrebné zaplnit. Kazdy
vedec musi vediet, ¢o o fenomeéne, ktory Studuje, vieme a €o sa dozvediet
potrebujeme. Na zaklade tychto indicii je mozné s istou davkou odvahy
predpovedat, ktoré medzery v poznani budu doplnené a v akom ¢asovom
horizonte.

Na univerzitnej pdde ma kladenie si takychto otazok eSte dalSi rozmer.
Slovami Mikulasa Kopernika: “Vediet, ¢o vieme, Ze vieme a vediet, co vieme,
Ze nevieme, to je prava podstata vzdelania.” Je na Skodu veci, Ze tento
pohlad na vzdelavanie viac nerezonuje v didaktike prirodnych i
spoloCenskych vied. Ta sa na vSetkych stuprioch Skol takmer vylu€ne sustredi
na prezentaciu znamych faktov. Zmyslom vedy pritom nie je katalogizovanie
existujucich poznatkov, ale hfadanie aktualne neznamych odpovedi na otazky
tykajuce sa fungovania sveta.

Tento aspekt vedy je vo vzdelavani chronicky zanedbavany. Pritom méze byt
dblezitym motivacnym nastrojom ku kreativnemu mysleniu. S tymto
argumentom neurobioldg Stuart Firestein vedie na Kolumbijskej univerzite v
New Yorku kurz s nazvom Ignorancia.?* Na prednasky pozyva prominentnych
vedcov, aby Studentom povedali nie to, €o vedia, Ze vedia, ale to, ¢o vedia, Ze
nevedia. Studentom tak poskytuju moznost nahliadnut do neznamych zakuti
a pripravit ich na ulohu buducich vyskumnikov.

Otazka, ktora zastreSuje dnesné podujatie je tak dolezita pre kazdého, kto
chce zvysit’ Sancu na to, ze jehol/jej vyskum bude skér, alebo neskor
vedeckou komunitou vyhodnoteny ako dolezity. Odpovede na na nu su do
velkej miery individualne a zavisia od osobnych preferencii, zaujmov,
zamerania, Specializacie. Napriek obsahovej heterogenite by vSak mali mat
jednu spolo¢nu vlastnost: “Kto chce dospiet k dblezitym vysledkom, musi sa
venovat Studiu dbélezitych probléemov’, piSe nositel Nobelovej ceny Peter
Medawar vo svojej knizke Advice to a Young Scientist, a pokraCuje: “Nudné
alebo zbytocné problémy vedu k nudnym alebo zbyto¢nym odpovediam.
Nestaci, ak je probléem ‘zaujimavy’ — takmer kazdy problem méze byt
zaujimavy, ak je $tudovany do patriénej hibky, neznamené to viak zaroven,
Ze je délezity”. *> Medawar uvadza priklad tohto typu vyskumu, ktory sa
neoplati robit. Predstavte si doktoranda na zoologii, ktory chce zistit’ dévod,
pre€o 36 percent morskych jezoviek ma na dorzalnej €asti Ciernu Skvrnu. Toto
nie je dblezita otazka, hoci je zaujimava. Zaujimava je vSak iba pre dvoch
[udi, pre samotného Studenta a pre jeho kolegu z vedlajSieho laboratoria,
ktory chce zistit, preCo 64 percent morskych jezoviek nema na dorzalnej Casti
Ciernu Skvrnu. Ide o imaginarny priklad, pretoZze morské jeZovky nemaju na
tele ziadnu Skvrnu. llustruje v8ak hlavnu Medawarovu pointu: problém je
délezity, ak na odpovedi skutoéne zalezi.?®

24 O svojom koncepte napisal aj knihu: Firestein, S. (2012). Ignorance: How It Drives Science. Oxford
University Press.

25 “It can be said with complete confidence that any scientist of any age who wants to make important
discoveries must study important problems”; Medawar, P.B. (1979). Advice to a Young Scientist.
Basic Books, str. 13.

26« . .such that it matters what the answer is” ibid.



Vediet €o vieme (t.j. poznat zname zname) a vediet, Co nevieme (t.j. poznat
zname nezname) je zakladom pre to, aby sme vedeli odhadnut, €o je dblezité
v Medawarovom ponimani. Zaroven je vSak zakladnym predpokladom pre tie
najdélezitejSie objavy, pre ktoré plati, Zze nevieme €o nevieme (t.j. nezname
nezname).?” Pokrok v naSom poznani nie je vysledkom premysleného
procesu, pri ktorom spejeme k vopred stanovenym cielom. Veda napreduje
nepredikovatelnym smerom a tie najzaujimavejSie objavy su vysledkom
neCakanych Stastnych nahod. Je to, parafrazujuc znamy citat, ako hfadanie
Ciernej macky v tmavej miestnosti, pri€om v miestnosti macka vobec nemusi
byt.28

PravdaZze, vzdelanie ma v prvom plane za ciel poskytnut Studentom obraz o
nasej aktualnej predstave o fungovani sveta. Jeho pointou by vSak malo byt
davat im aj kfu€e od tmavych izieb nasej ignorancie, a tak ich pripravit na
vzruSujucu, nevyspytatelnu cestu k redukcii nasej nevedomosti, k schopnosti
rozpoznat dolezitost zistenia, ktoré moze byt v prvom plane bezvyznamneé;
tak ako sa zdalo editorom pri posudzovani Mojicovej prace z roku 2005.

Uspech vedca spogiva v schopnosti rozpoznania déleZitosti informacie, ktoru
pri tomto patrani, Casto nahodne, ziska. Mojica nemohol tusit, ze pri pri
prehfadavani sekvencii CRISPR lokusov u kmenov E. coli narazi na
podobnost s gendmom faga P1. Adaptivna imunitna odpoved prokaryotov
prostrednictvom CRISPR-Cas bola este v roku 2003 neznamou neznamou.
Vyznam jej odhalenia, aj vdaka neoCakavatelnosti tohto objavu, bol
rozpoznany az s relativne dlhym ¢asovym odstupom. Ak by vSak Mojica
nehladal odpoved na délezitu otazku, ¢o vieme, Ze nevieme o funkcii
CRISPR u mikroorganizmov, nikdy by nedospel k objavu, ktory bol
principialne nepredikovatelny.

Uvodny Mojicov pribeh ilustruje, Ze &asto o déleZitosti objavu nevieme ani ked
ho mame priamo pred o€ami. “Research is to see what everybody has seen
and think what nobody has thought”,?® povedal pred rokmi Albert Szent-
Gyorgyi. Je ulohou vzdelavacich institucii mladych ludi stimulovat' v
nekonformnom uvaZzZovani a interpretacii dostupnych faktov. Je ulohou
ucCitelov takymto spésobom zvysit’ Sance, Ze ich Studenti budu vyraznou
mierou participovat’ na objavoch, ktoré su dnes eSte neznamymi neznamymi.
Kazdy jeden pripad, ked sa tak stane v roku 2019, zvlast na Univerzite
Komenského, oslavujucej 100. vyroCie zalozenia, bude mozné povazovat za
prelomovy.

27 Této slovna hracka je znama uz diho; v roku 2002 ju preslavil predovietkym vtedaj$i minister obrany
Donald H. Rumsfeld, ked na brifingu odpovedal na otazky ohfadom dokazov o tom, Ze Irak viastni
zbrane hromadného ni€enia; http://archive.defense.gov/Transcripts/Transcript.aspx?TranscriptiD=2636
28 Citat byva pripisovany rdznym fudom, napr. Charlesovi Darwinovi.

29 Opéat nie je jasné, kto je pdvodnym autorom tohto vyroku. Casto sa pripisuje madarskému
biochemikovi Albertovi Szent-Gyorgyimu (1893-1986), pévodne (aj ked v mierne odliSnej forme) ho
vSak mal napisat nemecky filozof Arthur Schopenhauer (1788—1860).



