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Poskodenie DNA

Indukcia DNA poskodenia: endogénne a enviromentalne vplyvy
(produkty bunkoveho metabolizmu, chemicke mutageny,
kyslikové radikaly, UV ziarenie, ionizacné ziarenie, atd’.)

Uginok na bunku:

- cytotoxicky

* mutagénny

- zastavenie bunkového cyklu

Nasledky:

« karcinogenéza
- starnutie



Odpoved’ bunky na poskodenie DNA

Priama oprava DNA poskodenia

* Enzymaticka fotoreaktivacia

» Oprava sporovych fotoproduktov

- Oprava alkylovanych baz a alkylfosfotriesterov pomocou
alkyltransferazy

- Ligacia zlomov ret'azcov DNA

Excizia DNA poskodenia

- Bazova excizna oprava

* Nukleotidova excizna oprava

« Oprava chybne sparovanych baz

Tolerovanie poskodenia DNA

* Obidenie poskodeného Uuseku DNA s vytvorenim medzery
a rekombinacia

* Translézna syntéza DNA




Reparaché mechanizmy
C. reinhardtii

Na zaklade citlivosti k UV
ziareniu - uvs mutanty.




Reparacné mechanizmy
C. reinhardtii

fotoreaktivacia: phr1, phr2

excizna oprava: uvs1, uvsé6, uvs9, uvs12, uvs15
mismatch oprava: uvs14 ?

rekombinacna oprava: uvsEk1, uvskb, uvstb, uvs10

neurcena reparacna draha: uvs8, uvs11, uvs13,
uvsX1, uvsX2



Ciele prace

- Analyza reparacne-deficitnych mutantov
Chlamydomonas reinhardtii

* Prepojenie opravy DNA s inymi procesmi v bunke

* Transformacia jadrového genomu Chlamydomonas
reinhardtii



Analyza reparacne-deficitnych mutantov Chlamydomonas reinhardtii
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Prezivanie standardného a reparacne-deficitnych kmenov
C. reinhardtii po posobeni MNNG




Analyza reparaéne-deficitnych mutantov Chlamydomonas reinhardtii

Mutabilita standardného a reparacne - deficitnych
kmenov C. reinhardtii po pésobeni MNNG

Davka W1 uvs9 uvsiE1 uvs13 uvsi15
K 0,385 0 2,03 4,24 0

50 18,6 4,98 6,84 11,5 2,85

100 24,66 3,64 23,92 32,73 1,1
200 42,6 28,32 58,7 60,76 3,3

" davka sa udava v (pg/ml)




Analyza reparacne-deficitnych mutantov Chlamydomonas reinhardtii

preZivanie (%)
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Prezivanie standardného a reparacne-deficitnych kmenov
C. reinhardtii po posobeni X-ziarenia

Poznamka: 1 Rad = 10-2 Gy



Analyza reparaéne-deficitnych mutantov Chlamydomonas reinhardtii

Mutabilita standardného a reparacne-deficitnych
kmenov C. reinhardtii po pésobeni X-ziarenia

Davka W1 uvsE1 uvs10 uvs12 uvs13 uvs14 uvs15
K 0,5 1,15 1,15 0.4 0,52 4,21 0
4,5 4,6 37,9 20,06 0 5,8 11,86
9 4,8 100,88 13,06 0,5 11,23 11,42

18 2,5 373 7,5 0,5 7,95 5,35
27 0 3,04 233 0 4,85 3,6

* davka sa udava v krad

Poznamka: 1 Rad = 10-2 Gy



Analyza reparacne-deficitnych mutantov Chlamydomonas reinhardtii
Molekularna analyza vystiepovania pyrimidinovych dimeérov
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Analyza reparaéne-deficitnych mutantov Chlamydomonas reinhardtii

24 hod kultivacia
v tme

standardny
kmen W17

24 hod kultivacia
vime

excizne-deficitny
kmen uvs9

1 3 5 7 9 11 13 15 17 9 11 13 15 17

¢islo frakcie ¢islo frakcie

Legenda:
Izolacia DNA hned’ 24 hod. kultivacia

po oziareni v tme s UV endonuklazou



Analyza reparaéne-deficitnych mutantov Chlamydomonas reinhardtii

24 hod kultivacia
vime

kmen uvsi12

24 hod kultivacia
vime

kmen uvs13

Legenda:

Izolacia DNA hned’ 24 hod. kultivacia
po oziareni v tme s UV endonuklazou



Analyza reparaéne-deficitnych mutantov Chlamydomonas reinhardtii

24 hod kultivacia
vime

kmen uvs14

9 11 13 15 17
¢islo frakcie

24 hod kultivacia

kmen uvs15

Legenda:

Izolacia DNA hned’ 24 hod. kultivacia
po oziareni v tme s UV endonuklazou



Analyza reparaéne-deficitnych mutantov Chlamydomonas reinhardtii

Geneticka analyza

Krizenie Tetradova Analyza Zaver
analyza zy got

uvs1 x uvs9 +

uvs1 x uvs12 +

uvs1 x uvs15 +

uvs1 x uvs351

uvs1 x uvs371

uvs9 x uvs12

uvs9 x uvs15
uvs9 x uvs351
uvs12 x uvs15
uvs12 x uvs351
uvs15 x uvs351
uvs15 x uvs371
uvs351 x uvs371

V tejto skupine mutantov s poruchou exciznej opravy ide
o urcujuce citlivost’ k UV ziareniu.



Prepojenie opravy DNA

s inymi procesmi v bunke

uvs11

« zvysena citlivost’ k UV a MNNG v porovnani so
standardnym kmenom, zvySena mutabilita

* pri mikroskopickom hodnoteni prezivania po pésobeni UV-
ziarenia vykazoval vyznamné zvysenie frekvencie buniek
odumierajucich po jednom alebo viacerych deleniach v
porovnani s ostatnymi kmenmi

» podobnost’ s rad9 mutaciou pri S. cerevisiae



Prepojenie opravy DNA s inymi procesmi v bunke

A. Wild-type yeast, no irradiation

Irradiate Viable cells

C. rad52 mutant
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 po ovplyvneni X-ziarenim
bunky zastavia bunkovy
cyklus - cas na opravu DNA
poskodeni

rad9

 po ovplyvneni X-ziarenim
bunky pokracuju v deleni a po
niekolkych deleniach
odumieraju

* po zastaveni bunkového
cyklu pomocou MBC
vykazovali prezivanie na
urovni standardného kmena
- esencialny pre zastavenie
bunkového cyklu v G2 faze



Prepojenie opravy DNA s inymi procesmi v bunke

o Zistit’ pravdepodobnu ulohu UVS71 génu v regulacii
a jeho vplyv na opravneé procesy v bunke.

 Sledovat’ moznu analogiu funkcie RAD9 génu pri
kvasinkach S. cerevisiae a UVS11 genu pri riasach
C. reinhardltii.



Prepojenie opravy DNA s inymi procesmi v bunke

bunky standardného kmerna na konci bunkového
cyklu pred uvolnenim z materskej bunkovej steny

bunky zafarbené fluorochrbmom DAPI

bunky ovplyvnené MBC v skorej rastovej faze

bunky s ré6znym poctom jadier,
pridanie MBC v neskorej rastovej faze

Vplyv MBC na zastavenie bunkového cyklu riasy C. reinhardtii
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repojenie opravy DNA s inymi

rocesmi v bunke
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Prezivanie standardného a rad9 kmena S.cerevisiae po
posobeni UV-, X-ziarenia a MMS s a bez MBC

Poznamka: 1 Rad = 10-2 Gy




Prepojenie opravy DNA s inymi procesmi v bunke
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Prezivanie standardného a uvs711 mutanta C.reinhardtii po
posobeni UV-, X-ziarenia a MMS s a bez MBC

Poznamka: 1 Rad = 10-2 Gy




Prepojenie opravy DNA s inymi procesmi v bunke
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Prepojenie opravy DNA s inymi procesmi v bunke
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Vplyv MBC na pocCet
mikrokolonii standardného
kmena a uvs77 mutanta po
posobeni UV-, X-ziarenia a
MMS



Transformacia jadroveho
genomu C. reinhardltii

Podmienka pre napredovanie studia v oblasti
reparacnych mechanizmov C. reinhardtii

Tri metody na zavedenie DNA do jadra C. reinhardltii:
1. Bombardovanie
2. Elektroporacia

3. Pretrepavanie v pritomnosti polyetyléenglykolu a
sklenych guliCiek



Transformacia jadroveho genéomu
C. reinhardtii

Plazmid: pArg7.8

Transformovaneé kmene: cw15arqg7.8
arg7.8

Odstranenie bunkovej steny: pomocou
gametickeho lytického enzymu autolyzinu




Transformacia jadroveho genéomu
C. reinhardtii

Sledovali sme vplyv nasledovnych
parametrov na uspesnost’ transformacie:

« Cistota plazmidovej DNA

* molekulova hmotnost' polyetylénglykolu
* typ sklenych guliciek

» genotyp recipientneho kmena

 cas ovplyvnenia.



Transformacia jadroveho genéomu
Kmena cw1darg7.8

PEG6000 PEGS8000
sklenené Uéinnost’ Uéinnost’
pDNA gulicky transformacie transformacie
(x 10-¢) (x 10-¢)

0,35 6,8
1,7 0,73

1,7 15,9
1,05 2,9

- 0,6




Transformacia jadroveho genomu
kmena arg7.8

PEG8000

sklenené Uginnost’
gulicky pDNA transformacie

(x 10-9)

1. | 1,16
| 0,23
0,12




Zavery

» vSetky testované reparacne-deficitné kmene su citlivejSie na
posobenie MNNG v porovnani so standardnym kmenom

« zvysena citlivost’ k MNNG pri mutantovi uvsE7 s poruchou
rekombinacnej reparacnej drahy naznacila, ze rekombinacny
reparacny mechanizmus hra ulohu pri oprave poruch
spésobenych tymto alkylaChym agensom

 pri kmenoch wuvs9 a uvs15, s poruchou exciznej opravy, sme
zistli znizenu frekvenciu mutacii veducich k streptomycinovej
rezistencii indukovanych MNNG v porovnani so standardnym
kmenom. Pozorované znizenie mutability tychto kmenov
naznacuje Ciastocnu odlisnost’ vo vzt’ahu k presnosti opravy po
posobeni MNNG medzi fotoautotrofnymi a heterotrofnymi
organizmami



» vacsina testovanych reparacne-deficitnych mutantov je
citlivejSia na posobenie X-ziarenia ako standardny kmen

* Znizené prezivanie a zvysené frekvencie mutacii po
posobeni X-ziarenia oproti standardnému kmenu pri kmeni
uvsE1 naznacCuje, ze pri riasach C. reinhardtii hra
rekombinacna reparacna draha délezitu ulohu pri
odstranovani poskodenia indukovaného X- ziarenim a ze tato
reparacna draha je presna (error-free)

* najcitlivejsi testovany kmen uvs15 vykazuje podobnost’
s rad6 mutantom S. cerevisiae s rozhodujucou ulohou
v mutagénnej epistatickej skupine

molekularna analyza potvrdila poruchu vo vystiepovani
pyrimidinovych dimérov pri kmenoch uvs15 a uvs12,

pri kmenoch uvs13 a uvs14 nebola potvrdena porucha vo
vystiepovani pyrimidinovych dimérov



» vysledky molekularnej a mutacnej analyzy naznacili, ze
pri kmeni uvs15 by mohlo ist’ o mutaciu v géne
s pleiotropnym ucinkom

» z vysledkov genetickej analyzy vyplyva, ze v ramci skupiny
mutantov s poruchou exciznej opravy ide pravdepodobne o 4
rozne gény urcujuce citlivost’ k UV ziareniu

«dokazali sme zvysenu citlivost’ uvs11 mutanta C. reinhardtii
na pésobenie UV-, X- ziarenia a MMS

» dokazali sme, ze zastavenie bunkového cyklu pomocou
MBC vedie k zvySeniu prezivania a k znizeniu poctu
mikrokolonii pri uvs11 mutantovi rias C. reinhardtii po
posobeni UV, X-ziarenia a MMS



» Uskutocnili sme transformaciu jadrového genomu dvojitého
mutanta arg7cw15 C. reinhardtii plazmidom nesucim
funkény gén pre argininsukcinatlyazu metédou vyuzivajucou
sklené gulicky a PEG. Dosiahli sme ucinnost’ transformacie v
rozmedzi 0,35 x 10 -6 az 15,9 x 10 -5/bunku.

 Pri kmeni cc57 C. reinhardtii sme dosiahli i¢innost’
transformacie v rozmedzi 0,12 x 10 6 az 1,16 x 10 ~¢/bunku.

o Zistili sme, Zze na ucinnost’ transformacie vplyva viacero
parametrov: Cistota plazmidovej DNA, koncentracia a molekulova
hmotnost’ polyetylénglykolu, genotyp recipientného kmena, cas
ovplyvnenia.
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NHEJ - priame spojenie zilomov

+ vyzaduje len malu (2-20 bp) alebo ziadnu sekven¢nu homologiu na
DNA koncoch

* mOze byt error-free aj error-prone

« prevlada pri oprave DSBs u cicavcov, kde sa na nej zuCastnuje DNA
ligaza IV a s nou asociovany protein XRCC1 a 3 podjednotky na DNA
zavislého protein-kinazového komplexu (DNA-PK) -Ku70 (XRCC6),
Ku80 (XRCCS5)a katalyticka podjednotka DNA-PKcs (XRCC?7)

Princip: DNA-PK sa viaze na konce DNA a stimuluje DNA-ligazovu
aktivitu komplexu DNA-ligaza IV-XRCC4

pri kvasinkach:

HDF1 (yKu70p), HDF2 (yKu80p) - komplex zodpovedny za prepojenie
DNA koncov

RADS50, MRE11, XRS2 - komplex zodpovedny za nukleolyticky
processing DNA koncov

DNL4 - homolég Fudskej DNA ligazy IV SIR2, SIR3, SIR4



Mutabilita standardného a reparacne-deficitnych
kmenov C. reinhardtii po pésobeni X-ziarenia

Davka /
kmen uvskel uvslio0 uvsiz uvsli3 uvsl4 vsl5

1,15+ 0,76 1,15+ 0,9 0,4+ 0,63 | 0,52+0,5 | 4,21+ 3,35

46+266 | 37,9+ 26,73 | 20,06+13,86 m 58+52 | 11,86+ 5,01 m

4,8+1,98 | 100,88+53,1 | 13,06+ 7,18 | 0,5+ 1,15 | 11,23+ 4,8 | 11,42+ 6,98

25+116 | 37,3+1827 | 75+381 | 05+093 | 7,95+6,7 | 535+4,03 m

Frekvencia priamych mutacii veducich k rezistencii na streptomycin pri
reparacne-deficitnych kmenoch C. reinhardtii po pésobeni X-ziarenia
(pocet mutantov na miliéon prezivajucich buniek).



