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Uvod

DNA, v ktorej je zakodovand genetickd informacia, je velmi dynamickou Struktirou,
podliehajicou mnoZstvu zmien vyvolanych posobenim roéznych endogénnych alebo
environmentalnych faktorov (produkty bunkového metabolizmu, chemické mutagény,
kyslikové radikaly, UV a ioniza¢né ziarenie), ktoré maji za ndsledok zmenu alebo
nahradenie normalnych bdz DNA. Vzniknuté poSkodenie DNA ma cytotoxicky alebo
mutagénny Uc¢inok, mozZe tieZ spoOsobit’ zastavenie bunkového cyklu. Je preto
pochopitelné, Ze organizmy si v priebehu evolicie vyvinuli mechanizmy, ktoré im
umoziuju tolerovat’ alebo opravit poSkodenia DNA. Oznauju sa pojmom opravné
(repara¢né) mechanizmy.

Uz viac ako styridsat’ rokov je pozornost vedcov uprena na Studium vzniku
poSkodeni DNA a ich opravy, ktorych objasnenie by pomg@blchopit’ nielen vztah
mutagenézy aepara¢nych mechanizmov, aleiez odhalit’ pri¢iny chordb spésobenych
poruchou tychto systémov. Pokles aktivigparaénych enzymov je jednym zo sprie-
vodnych znakov starnutiggocas ktorého sa akumuluju poSkodenia DNA. Poruchy
reparacnych procesoutiez hraju vyznamnu ulohu v procese karcinogenézygudasnosti
sa potreba Studiaeparaénych mechanizmovstava velmi aktudlnou aj v savislosti
s poSkodenim ozoénovej vrstvy a zvySovanim koncentracie chemickych mutagénov
a promutagénov Wivotnom prostredi. Na druhej strane, zaujimava je aj uloha DNA
poSkodenia a jeho opravy pri tvorbe genetickej diverzity. Niektoré mechanizmy
tolerancie DNA poskodeniaymoziiujuce bunkedelit’ sa aj v pritomnosti poSkodenia, su
zodpovedné za mutagénny vplyv réznych DNA poskodzujucich agensov. Zmenena

geneticka informaciandze byt v urcitych pripadoch i vyhodou a pri rychlo sa meniacich
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podmienkach prostredigoskytnit’ jej nositel'om selekénu vyhodu aumoznit’ im preZitie.
Pochopenie mechanizmu vzniku genetickych zmien teda napomaha pri Stadiu evollcie,
takisto ako aj v génovotinzinierstve

Ked’ze reparacné mechanizmy boli zjavne potrebné od pociatku evolicie zivych
organizmov, da sa predpokladat’, Ze molekularna podstata repara¢nych systémov bude
v evolucii konzervovand. Zaciatky vyskumu reparacnych mechanizmov su spojené s pro-
karyotickym organizmom, baktéridtscherichia coli Genetické a biochemické pristupy
a hlavne zavedenie metod rekombinantnych DNA umoznili ziskat’ mnozstvo informacii
o priebehu reparaénych procesov u baktérii a o funkcii jednotlivych génov a ich
produktov v jednotlivych reparacnych drahach. Vychadzajuc z tychto poznatkov sa
podarilo dokéazat' existenciu podobnych reparacnych ciest aj u eukaryotickych
organizmov, vratane ¢loveka, hoci genetickd a molekularna analyza este nie su na takom
stupni ako pri baktériach. Suvisi to najmé so zlozitou Struktirou a organizaciou gendému
eukaryotickych buniek, ale aj s mnohobunkovou organizaciou a diferenciaciou buniek pri
vysSich organizmoch.

K najpreStudovanejSim  eukaryotickym  organizmom  patria  kvasinky
Saccharomyces cerevisjdgoré maju heterotrofny typ vyzivy. AvSak podstatne menej
poznatkov tykajacich sa opravy DNA poskodeni sa ziskalo pri fotoautotrofnych
organimoch. Je potrebné zistit, ¢i vSetky reparacné systémy definované pri hetero-
trofnych organizmoch existuju aj pri fototrofnych organizmoch. Problémy so Stadiom
reparacnych mechanizmov pri rastlinich stvisia najméd s narocnou izolaciou mutantov.

A praveC. reinhardtii ktory svojimi vlastnost'ami a $truktirou bunky pripomina vyssie
rastliny, poskytuje mozZnosti S§tidia reparacnych mechanizmov fotoautotrofnych
organizmov a umoznuje extrapolovat’ ziskané vysledky aj na vysSie rastliny. I ked sa
so Stadiom v oblasti reparacnych systémov a izolaciou repara¢ne-deficitnych kmenov pri
riasach a kvasinkach zacalo priblizne v rovnakom obdobi, problematika opravy DNA
poskodeni je pri riasach doteraz menej detailne preskimand. Jednu z hlavnych pricin
mozno hl'adat’ v malej zbierke definovanych reparacne-deficitnych mutantov, ktord moze
len s malou pravdepodobnostou pokryt vsSetky repara¢né cesty. Mutantné kmene
s poruchou opravy DNA boli pri riasadh. reinhardtiiizolované na zaklade zmenenej

citlivosti k UV Ziareniu oproti Standardnému kmeiiu. Doteraz bolo izolovanych priblizne
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26 reparacne-defektnych mutantov, ktoré boli na zéklade ich citlivosti k UV oznacené
ako uvs (UV-sensitive) (Davies, 1967). Pritomnost’ troch genetickych systémov pri
fotoautotrofnych organizmoch umoznuje sledovat’ opravu DNA v jadre, chloroplastoch
a mitochondriach a ich vzajomné prepojenie. V sucasnosti Sa najbohatSia zbierka
mutantovC. reinhardtiis poruchou opravy DNA nachddza na Katedre genetiky PvF UK
v Bratislave.

Predkladaa praca si kladie za ciel’ prispiet’ k rozsireniu poznatkov o jednotlivych
reparacne-deficitnych mutantoch jednobunkovej zelenej riasy C. reinhardtii ako
zdkladného predpokladu pre Stadium  funkcie reparatnych  mechanizmov

pri fotoautotrofnych organizmoch.



Kapitola 1

Odpoved bunky na poésobenie faktorov
prostredia s genotoxikym uc¢inkom

1.1 Faktory prostredia s genotoxickym uc¢inkom

1.1.1 UV Zziarenie a jeho ucinok na bunku.

So studiom vplyvu UV ziarenia a jeho néasledkov na bunku a DNA su spité zaciatky

Studia opravy poSkodeni DNA. Vystavenie buniek U¢inku UV-Ziarenia je pravdepodobne
najlepsie prestudovanym a najéastejSie pouzivanym modelovym systémom na Stadium
biologickych nasledkov poSkodenia DNA, jeho opravy a tolerancie. Jednym z atribGtov
UV-ziarenia je aj to, Zze zivé organizmy sa od pociatku evolucie Zivota na nasej planéte

museli a dodnes musia vysporiadat’ s genotoxickymi u¢inkami slne¢ného UV-Ziarenia.

X-ziarenie Ultrafialové Ziarenie (UV)

uv-C uv-B UV-A

absorbované ozdénovou vrstvou

| | | | | | |
100 150 200 250 3700 350 400

vlnova dizka (nm)

Obr. 1.1Spektrum UV-Ziarenia.
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UV Zziarenie je elektromagnetické vinenie s vinovou dizkou 9-400 nm s energiou kvanta
3 120 eV. Fotény maju relativne nizku energeticki hodnotu, preto nevyvolavaju ionizaciu
atomov a molekul, ale len ich excitaciu (t.j. presun elektronov na orbitadly s vySSou
energetickou hladinou). Molekuly v bunke sa tak dostavaju do excitovaného stavu,
zvySuje sa ich reaktivita, ¢o vedie k fotochemickym reakcidm a vzniku zmien.

Spektrum UV-Ziarenia sa deli na 3 oblasti, oznadené ako UV-A s vinovou dizkou
320 - 400 nm, UV-B s vlnovou dizkou 290 -320 nm a UV-C s vlnovou dizkou 10 - 290
nm (Obr. 1.1). UV radiacia vysielana Sinkom na Zem pozostava hlavne z UV-A a UV-B,
pretoZe 0zonova vrstva atmosféry zachytava Ziarenie s vinovou dizkou pod 302 nm.

Biologicky naju¢innejsie je UV Ziarenie s vinovou diZkou okolo 260 nm, ktoré je
maximalne absorbované nukleovymi kyselinami (s absorpénym maximom 254 nm)

a proteinmi (s absorpénym maximom 280 nm) (Smith a Hanawalt, 1972).

1

O(N
)G
CHj3 ¢
e

QD C=O0

CH3 r
Cyclobutyl ring

L D

1]
G

Obr. 1.2 Cyklobutanovy pyrimidinovy dimér. Susedné tyminy su spojené kovalentnou vézbou cez C(5)
a C(6). (Prevzaté z Friedberg et al , 1995)

Uginok UV Ziarenia na DNA méze byt’ priamy alebo nepriamy. Nepriamy G&inok spo&iva
vo vzniku radikdlov, ktoré su vysoko reaktivne a spbsobuji zmeny
v biomakromolekulach. Priamy u¢inok spoc¢iva v bezprostrednom pdsobeni na DNA.
V stcasnosti je opisané Siroké spektrum fotoproduktov vznikajicich v DNA po pdsobeni
UV ziarenia. Samotna citlivost DNA k posobeniu UV ziarenia zavisi od viacerych

faktorov: biologickych (napr. Stadium bunkového cyklu), chemickych (napr. zdmena
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molekul ich analogmi) a fyzikdlnych (napr. teplota, denaturacia atd’.) (Smith a Hanawalt,
1972).

Zakladnym typom poskodenia su pyrimidinové diméry (TT, TC, CC), z ktorych
najcastejSie st diméry tyminu (Obr. 1.3). Vznikaji spojenim dvoch tyminov v tom istom
ret’azci, alebo zriedkavejsie v antiparalelnych retazcoch. Najskor dochadza k rozstiepeniu
dvojitej vdzby medzi 5. a 6. uhlikom a naslednému vzniku velmi stabilného
cyklobutanového kruhu medzi dvoma tyminmi (Sweder, 1994). Dimerizacia je
sprevadzana lokalnou denaturaciou a konformacnou zmenou v DNA. Tvorbu
pyrimidinovych dimérov pdsobenim UV ziarenia dokazali Beukers a Berends (1960).

Medzi dalSie typy poSkodenia spdsobené UV Ziarenim patria pyrimidin-
pyrimidon (6-4) fotoprodukty (6-4 adukty) (Obr. 1.3). Toto poSkodenie je spbdsobené
vazbou susednych pyrimidinov cez C(6) a C(4) v smere 5' - 3'. 6 - 4 adukty navodzuju
vel'ké konformaéné zmeny v DNA, ktoré st analogické vypadnutiam baz. 6-4 adukty su
ovel'a zriedkavejSie ako pyrimidinové diméry, na jeden 6-4 adukt pripadé priblizne 4-5

dimérov (Sweder, 1994).

Obr. 1.3 6-4 adukt. Susedné pyrimidiny su spojené vazbou cez C(6) a C(4) v smere 5' - 3'. (Prevzaté
z Friedberg et al , 1995)
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UV ziarenie d’alej sposobuje jednoretazcové zlomy, DNA - proteinové krizové vazby
a hydraty baz, ktorych nasledkom moze byt chybné parovanie bdz pocas replikacie
(Stapleton, 1992). Tieto poskodenia su ovela vaznejSie a do ich opravy sa okrem
fotoreparacie a exciznej reparacnej drahy zapdajaju aj ostatné opravné mechanizmy
(Friedberg et al., 1995).

Poskodenie spdsobené UV ziarenim moze zasahovat' obe zékladné funkcie
genetického materialu, ktorymi st ochrana dedi¢nej informacie vo fylogenéze a s fiou
spojend replikacia DNA, ako aj realizacia genetického programu v ontogenéze a s tym
spojend transkripcia a translaci&sledny efekt UV ziarenia moZe mat’ mutagénny alebo
letalny charakter. O d’alSej existencii bunky rozhodnu repara¢né mechanizmy, ktoré su

schopné tieto poSkodenia odstranit’ alebo zabezpecit’ ich tolerovanie pri d’alSej replikacii.

1.1.2 Ioniza¢né Ziarenie a jeho ucinok na bunku

Ioniza¢né ziarenie patri medzi prirodzene sa vyskytujuce agensy spbsobujuce poskodenia
DNA vsetkych zivych organizmov na Zemi od pociatku biologickej evolucie. Ioniza¢né
ziarenie moéze ndhodne poskodzovat’ vsetky bunkové komponenty a indukovat Siroké
spektrum DNA poSkodeni (Ward, 1988; Britt; 1996; Lenkinen, 1996; Haveles at al.,
2000). Ionizagné Ziarenie vyvolava tvorbu excitovanych a ionizovanych molektlUginok
ionizaéného Ziarenia (podobne ako UV Ziarenia) moZe byt priamy alebo nepriamy
(Ward, 1988; Ward, 1994Priamy ucinok spociva v bezprostrednej interakcii radiacnej
energie s DNA.Nepriamy u¢inok spociva v interakcii DNA s reaktivnymi latkami
vzniknutymi vplyvom ziarenia. Tieto reaktivne latky vznikaju ako désledok interakcie
latok obklopujtcich molekulu DNA s radiaénym Ziarenim. Vysledkom takejto interakcie
moze byt Siroké spektrum (potencidlnych zdrojov) reaktivnych latok akymi st excitované
molekuly, ibnové radikaly alebeol'né radikaly, ktoré st naslednou rozkladnou reakciou
napokon premenené na chemicky stabilné latky. Téato rozmanitost reakénych
mechanizmova este vac¢si pocet potencialnych reaktantov vytvara moznosti pre Siroké

spektrum reaktivnych agensov vzniknutych posobenim ionizaéného Ziarenia na DNA.
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Prevaha vody v biologickych systémoch naznacuje, ze hlavanym zdrojom
nepriameho poskodenia DNA budu latky vzniknuté hydrolyzou vody (Ward,., 1988):
H,O - H,O" + €
H,O" + H,O - HzO" +.0H
-OH +.0H - H)O,
e+0 - O
20, +2H - O, + HO,

Vicsina poskodeni DNA vznikd pdsobenim hydroxylovych radikalov (priblizne
65% vplyvomeOH radikalov ku priblizne 35% vplyvom priameho u¢inku ioniza¢ného
ziarenia) (Ward,., 1988).

Medzi hlavné typy poskodeni DNA spdsobenych ionizaénym ziarenim patria
retazcové zlomy, DNA-proteinové krizové vizby a rozne poskodenia baz a deoxyribozy
(Lewis et al., 1999).

Najviac poskodeni spésobenych ioniza¢nym Ziarenim bolo opisanych na tymine.
*OH radikaly najcastejsie atakuji C-5=C-6 dvojiti vdzbu. Predpokladd sa, ze priamy
ucinok ioniza¢ného ziarenia moze viest k vypudeniu elektronu z nenasytenej C-5 alebo
C-6 pozicie a vysledny kationovy radikdl moze reagovat’ s hydroxylovym iénom (Ward,
1988). Preto priamy a nepriamy ucinok ziarenia méze mat’ za nasledok vznik identickych
reaktivnych intermediatov.

Ioniza¢né Ziarenie Casto sposobuje useky lokéalne nesparovanych retazcov DNA,
ktoré moézu byt detegované ako miesta citlivé k podsobeniu endonukledz (napr. S1
nukleaza) (Andrews et al., 1984).

Poskodenia deoxyribdzy nie st az také Casté ako poskodenia baz, avSak tiez mozu
spOsobovat’ retazcové zlomy. Iniciaénym krokom ku vzniku jednoretazcovych zlomov je
tvorba radikalov na deoxyribéze a naslednd strata atomu vodika. K tomuto moze
dochadzat’ bud’ priamym vplyvom ionizacného Ziarenia alebo nepriamo vplyvom OH
radikalov. Radikdl moéze nasledne reagovat s kyslikom a vytvorit peroxyradikal.

Z uvedeného vyplyva, ze pritomnost’ alebo vyssia koncentracia kyslika moze spdsobovat’
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rozdiely v spektre a frekvencii poskodeni sposobenych ionizaénym ziarenim. Tento
fenomén sa oznacuje ako kyslikovy efekt (Ward, 1990; Boreham a Mitchel, 1993).

Ioniza¢né ziarenie vyvolava vznik retazcovych zlomov aj priamo a prave tymto
zlomom (najmid dvojretazcovym) sa pripisuje najvicsia cCast’ letdlneho ucinku
ionizacného ziarenia (Ward, 1990; Lewis et al., 1999).

Energia ioniza¢ného Ziarenia spdsobuje Siroké spektrum DNA poskodeni. Mnohé
z nich maju letalny vplyv na bunku, iné spdsobuju mutacie alebo malignu transformaciu
bunky. Zavaznost’ jednotlivych poskodeni z hl'adiska prezivania, mutagenézy a malignej
transformadcie je tazko stanovit’ a v jednotlivych systémoch sa mdze menit. O schopnosti
bunky vysporiadat’ sa s takymito poskodeniami rozhoduje pritomnost repara¢nych

mechanizmov.
1.1.3 Toxicky a mutagénny ucinok alkyla¢nych zlicenin

Alkylaéné latky patria k elektrofilnym zlu¢eninam s afinitou k nukleofilnym centram
organickych makromolekul. Do tejto skupiny patri Siroké spektrum chemickych latok,
medzi ktorymi sa aj intermediaty bunkového metabolizmu (napr. S-adenozyl-metionin),
ktoré tiez mézu alkylovat DNA (Rebeck a Samson, 1991; Lindahl, 1993). Z hladiska
mutagénneho a karcinogénneho procesu su obzvlast’ dolezité reakcie alkylaénych latok

s nukleofilnymi centrami v molekule DNA (Obr. 1.4), na ktoré prenasaju alkylové
skupiny.

Z funkcéného hladiska delime alkylacné latky na monofunkéné, pri ktorych jedna
reaktivna skupina uvolnend z jednej molekuly alkylac¢nej latky reaguje s jednym
nukleofilnym centrom a na polyfunkéné, kde jedna reaktivna skupina moéze reagovat
sucasne s viacerymi nukleofilnymi centrami (Veleminsky a Gichner, 1982).

Alkylacné latky reaguju CcastejSie so silnejSimi nukleofilnymi centrami na
dusikoch a mieco zriedkavejsie s nukleofilnymi centrami kyslikov. NajreaktivnejSimi
poziciami su N7 guaninu a N3 adeninu. Okrem nich dochadza k reakciam na adenine
v polohe N1, N6 a N7, na guanine N1, N2, N3 a 06, na cytozine vN3, N4 a O2 ana
tymine v N3, O2 ®4 (Obr. 1.4) (Singer a Ku$mierek, 1982).
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N® metylpuriny a ® metylpyrimidiny inhibuja replikaciu DNA a ak by nedoslo
k odstraneniu tychto poSkodeni, stavaju sa pre bunku letalne (Karran et al., 1982; Lindahl
et al., 1988). ® metylguanin a ®metyltymin neinhibuji replikaciu DNA, ale patria
medzi najhlavnejsie a najcastejSie mutagénne poskodenia spdsobené alkylaénymi latkami
(Lindahl, 1988). Ak neddjde k ich oprave, pri replikdcii moze dojst’ k nespravnemu
parovaniu a vzniku tranziénych mutacii G:C —» A:T a T:A - C:G (Schendel a Michaeli,
1984; Ito et al., 1994). Modifikécia baz alkylacnymi ¢inidlami zoslabuje N-glykozidick
labilnych miest (Loeb a Preston, 1986). Okrem bdz mo6zu byt alkylované aj fosfatové

skupiny za vzniku fosfotriestrov, ktoré vedi k zlomom retazcov (Singer, 1986).

H
hY
e
— 3
Q&% & _
Adenine Is) N—C T H—N3 CH Thymine
K_?( ¢H c—N
i \
2 dR

/O H b
©-P=0 H
/ /
SR

&
B S o S _
Guanine 4 @) N—C _,N —H--Nd CH  Cytosine
NG LN
Ne—H 02 dR
o g
—0-P=0
(0]

Obr. 1.4 Nukleofilné centr4 na molekule DNA schopné tvorby kovalentnej vazby s alkylovou skupinou, z
nich N’ guanin a Rladenin su najéastejsie. (Prevzaté z Friedberg et al , 1995)

V doésledku svojej schopntsreagovat’ s viacerymi nukleofilnymi centrami
vDNA stcasne, moézu polyfunkéné alkylacné latky tvorit vnutroretazcove
a medziretazcové DNA krizové vidzby alebo DNA-proteinové krizové vizby. Najmi
medziret'azcové krizové viazby su vel'mi zdvaznym poskodenim DNA, nakol'ko zabranuju
rozdeleniu dvojvlakna, ¢im blokuju replikaciu DNA a transkripciu (Veleminsky
a Gichner, 1982).
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1.2 Mechanizmy opravy DNA poskodeni

Pojem oprava DNA zodpoveda bunkovym procesom spojenym s odstrdnenim
poskodenych, modifikovanych alebo chybne sparovanych baz z genému Zivej bunky.

Tato definicia vymedzuje

1. priamu opravu DNA (t.j. monomerizéciu pyrimidinovych dimérov pomocou enzymu
fotolyaza alebo dealkylaciu alkylovanych baz Specifickymi alkyltransferazami)

2. bazovu exciznu opravu, pri ktorej su posSkodené alebo nevhodne zaradené bazy
vystiepené pomocou enzymov oznac¢enych ako DNA glykozyldazy a AP endonukledzy

3. nukleotidovu exciznu opravu, pri ktorej je oligonukleotid obsahujluci poskodenie
vyStiepeny z DNA

4. oprava chybne sparovanych baz (tzv. mismatch korekcia), pri ktorej su vystiepené
chybne sparované bazy vzniknuté pocas semikonzervativnej syntézy DNA (Friedberg et

al., 1995).

Odpoved’ Mechanizmus

Priama oprava DNA poskodenia Enzymaticka fotoreaktivacia
Reparacia spérovych fotoproduktov
Reparacia alkylovanych baz a alkylfosfotriesterov
pomocou alkyltransferazy
Ligécia zlomov retazcov DNA
Excizia DNA poSkodenia Bazovéa excizna oprava
Nukleotidova excizna oprava
Mismatch oprava
Tolerovanie poskodenia DNA Obidenie posSkodeného Uuseku DNA s vytvorenim
medzery a rekombinacia
Translézna syntéza DNA

Tab.1.1 Odpoved’ bunky na poSkodenie DNA.

Dodnes sa vSak v literature terminom oprava DNA oznacuju aj d’alSie odpovede bunky na
poskodenie DNA, ktoré umoziiuji bunke zvysSit' odolnost’ k potencidlnym letdlnym

vplyvom poskodenia gendmu, ale pri ktorych nedochéadza k odstraneniu tohto poSkodenia
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z gendmu bunky. Tieto tzv. mechanizmy tolerujice DNA poskodenie zahffiaji mnozstvo
rekombina¢nych a mutagénnych procesov (vid’ Tab. 1.1) (Friedberg et al., 1995).

Bunky a organizmy defektné v oprave DNA poSkodenia zvycCajne vykazuji
zvySenu citlivost’ voci niektorym mutagénnym agensom. Tento typicky fenotyp sa ukazal
byt vel'mi uzito¢ny pri izolacii a genetickej charakteristike mutantov, ktori st zakladnym
predpokladom ku $tadiu reparacnych mechanizmov. Doteraz bolo izolovanych mnoho
mutantov ako pri prokaryotickych, tak i pri eukaryotickych organizmoch. Spomedzi
eukaryotickych organizmov sa najkompletnejsia zbierka reparac¢ne-deficitnych mutantov
ziskala pri kvasinkactSaccharomyces cerevisia&vasinkové mutanty so zvySenou
citlivostou k UV- alebo ionizaénému ziareniu sa oznacuju ako rad mutanty (radiation-
sensitive). Tieto mutanty boli rozdelené do troch epistatickych skupin (Friedberg et al.,
1988). Zatriedenie do urcitej epistatickej skupiny sa urCuje na zaklade fenotypovej
podobnosti s uz zatriedenymi kmenmi alebo porovnavanim prezivania dvojitych
mutantov s prezivanim rodi¢ovskych kmetiov. Vychddza sa z hypotézy, Za ak zmutuju
dva gény patriace do tej istej reparacnej drahy (t.j. do tej istej epistatickej skupiny),
nemalo by sa liSit’ prezivanie dvojitého mutanta od prezivania citlivejSieho rodi¢a. Ak dva
zmutované gény patria do roznych epistatickych skupin, prezivanie dvojitého mutanta je
niz§ie ako prezivanie citlivejSicho rodi¢a. Na zaklade tejto analyzy sa podarilo rad
mutantov rozdelit do troch epistatickych skupin pomenovanych po najlepsie
charakterizovanych mutanto&AD3, RAD522RADG Fenotypova charakteristika tychto
kmenov naznacila, ze RAD3 epistatickd skupina zahfiina gény zucastnujuce sa exciznej
opravy, RAD52 epistatickd skupina zahffia gény rekombinacnej drédhy a RADG
mutagénnej drahy (Friedberg et al., 1988).

Analogicky s kvasinkamiS. cerevisiae aj pri C. reinhardtii boli izolované
reparaéne deficitné mutanty, ozna¢ené ako uvs mutanty (UV-gnsitive), zatriedené do
roznych reparaénych drah na zdklade fenotypovych charakteristik mutantnych kmenov
a genetickej analyzy (Podstavkova et #991). Princip genetickej analyzy je podobny
ako pri kvasinkach, t.jvychadza sa z prezivania dvojitych mutantov. Pri riasach sa
doteraz podarilo izolovat mutantné kmene s poruchou v exciznej oprave a kmene
s poruchou rekombina¢ného mechanizmu. DalSiu skupinu tvoria mutanty s doteraz

nedefinovanou poruchou reparacnej drahy (Davies, 1967; Rosen a Ebersold, 1972; Small



Odpoved bunky na pésobenie faktorov prostredia s genotoxickym ucinkom 13

a Greimann, 1977a,b; Portney a Rosen, 1980; VI¢kova a Vicek, 1984; Small, 1987; Vicek
et al., 1987; Vlcek et al., 1991; Podstavkova et al., 1991; Podstavkova et al., 1992;
Podstavkova et al., 1994; Miadokova et al., 1994; VIcek et al., 1995; VIcek et al., 1997;
Slivkova et al., 1998).

Snahy viacerych autorov o izolaciu d’alSich kmenov, citlivych na rézne mutagény,
ako aj o molekularnu analyzu tychto kmenov, davaji predpoklady, ze 1 pri riasach sa
v kratkom case doplnia medzery v naSich poznatkoch o ¢innosti ich repara¢nych

systémov.

1.2.1 Repara¢né mechanizmy priamo odstranujice poSkodenie DNA

Reparacné systémy patriace do tejto skupiny opravuju len urcity typ poskodenia a jeho

reverziouin situobnovuji povodny stav retazcov DNA.

1.2.1.1 Fotoreaktivacia

Fotoreaktivacia je jednokrokovym opravnym procesom, pri ktorom katalyzuje enzym
fotolydza na svetle zavisli opravu pyrimidinovych dimérov (Sancar, 1992; Kim et al.,
1993; Sancar, 1994). DNA fotolydza je v prirode rozSireny enzym najdeny pri
mikroorganizmoch, rastlinnych aj zivoéisnych bunkach (Yasui et al., 1994; O Connor et
al., 1996; Todo et al., 1996; Todo et al., 1997; Eisen a Hanawalt, 1999; Todo et al., 1999;
Deisenhofer, 2000).

Fotolyazy mikroorganizmov a viacerych druhov zivocichov odstraiuju len jeden
typ poSkodenia indukovaného UV ziarenim — pyrimidinové diméry cyklobutanového
typu. Fotolyazy hmyzu a vysSich rastlin si menej Specifické a katalyzuju aj opravu (6-4)
fotoproduktov (Todo et al., 1993; Kim et al., 1994; Chen et al., 1994).

Tento systém je evoluéne zakonzervovany od baktérii az po cicavcov
a predpoklada sa aj jeho uloha pri opravach v tme (Yamamoto et al., 1983).sdjstélo
DNA fotolyaza zvySuje Gcinnost nukleotidovej exciznej reparacie pri E. coli, aj pri
kvasinkach (Sancar et al., 1984a; Myles et al., 1987; Sancar a Smith, 1989). Toto viedlo

ku konstatovaniu, ze DNA fotolyaza by mohla byt' siCastou exciznej reparacnej drahy
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(Myles et al., 1987; Sancar a Smith, 1989). Predpokkad&e DNA fotolyaza po
naviazani na miesto poskodenia spdsobuje konforma¢né zmeny DNA a umoziuje tak
enzymovému komplexu exciznej reparacnej drahy, ktory nastiepuje DNA v urditej
vzdialenosti od poskodenia, 'ahSie rozpoznat’ takéto poskodenie (Sancar a Smith, 1989).

Na druhej strane, efektivnost’ fotoreaktivacie je pri eukaryotoch ovplyvnend Struktarou
chromatinu. Zistilesa, ze pri S. cerevisiaena rozdiel od nukleotidovej opravy, fotolyaza
rychlejSie opravuje pyrimidinové diméry v usekoch mimo nukleozomov, v ktorych sa

nachadzaju napr. aj prométory aktivnych génov (Suter et al., 1997).

1.2.1.2 Oprava spoérovych fotoproduktov

Tento typ opravy je Specifickym pre sp6B; subtilis ktorych DNA je priestorovo
usporiadanad do konformaéného stavu A. Po pdsobeni UV-ziarenia v takejto DNA
vznikaju, namiesto pyrimidinovych dimérov cyklobutanového typu, 5-tyminyl-5-6-
dihydrotyminy, ktoré sa oznacuji ako sporové fotoprodukty (Setlow, 1992). Tieto
poskodenia su opravované lydzou, ktord Stiepi C-C vazbu medzi dvoma tyminmi.
K aktivacii vyzaduje energiu, ale nie svetlo (Fajardo-Cavazos et al., 1993). Detailny

mechanizmus opravy este nie je znamy.

1.2.1.3 Oprava alkylovanych baz a alkylfosfotriesterov

Tento systém opravuje poSkodenia DNA vzniknuté po pdsobeni chemickych agensov,
ktoré alkyluju DNA (napr. MNNG, MMS, MNU) a davaju vznik O-alkylovanym alebo
N-alkylovanym produktom. Spomedzi nich s8atylguanin a Galkyltymin pre bunku
najnebezpecnejsie, pretoze sposobuju chybné parovanie baz pocas replikdcie DNA.

Zistilo sa, ze mutagénny potencial tychto alkylovanych baz spoc¢iva v tendencii DNA
polymerazy &itat O%alkylguanin ako adenin a*@kyltymin ako cytozin, potom sa teda
O°alkylguanin chybne paruje s tyminom &a®yltymin s guaninom (Friedberg et al.,
1995).
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V suvislosti s opravou alkylaénych poskodeni bol pri E. coli objaveny
a preStudovany inducibilny proces oznacovany ako adaptivna odpoved’. K jeho indukcii
dochadza uUc¢inkom nizkej, nemutagénnej davky alkylaénej latky. Ak po nej nasleduje
vyS$Sia, mutagénna davka tej istej, alebo inej alkylacnej latky, je jej mutagénny a letalny
ucinok nizsi v porovnani s touto vysokou davkou samotnou (Jeggo et al., 1977; Samson a
Cairns, 1977). Z toho vyplyva, ze vystavenie buniek E. coli subletdlnym davkam
alkylacného agensu vedie k zvySenej rezistencii k mutagénnemu a letdlnemu ucinku
naslednych déavok alkylac¢nej latky (Samson a Cairns, 1977).

Pri E.coli bol izolovany protein s metyltransferazovou aktivitodni@tylguanin
DNA metyltransferaza - ®IGT |, Ada protein), ktory prendsa alkyl skupinu na SH-
skupinu dvoch vlastnych cysteinovych zvyskov tvoriac tak S-metylcystein na proteine.
Cystein v polohe 321 (na C-terminalnom konci) je akceptorom alkylovych skupin z O-
alkylovanych baz na DNA. Druhym alkylovanym cysteinom je cystein v polohe 69, ktory
je akceptorom alkylovych skupin pri alkylfosfotriesteroch. Naviazanim alkyl skupiny na
molekulu GMGT I dochadza k inaktivacii enzymu a preto sa tento enzym oznaluje aj
ako sebevrazedny enzym (,,suicide enzyme*)(Yarosh, 1985; Lindahl et al., 1988; Daniels
a Tainer, 2000). Alkylacia cysteinového zvySku alkyltransferdzy v polohe 69 spésobuje
konformacénti zmenu proteinu, ktory sa meni na silny transkripény aktivator viazuci sa na
prométor génov Ada operénu. Vysledkom je zvySend transkripcia a translacia (Shevell et
al., 1990).

Bunky E.coli obsahuju aj d’alsi enzym s metyltransferazovou aktivitou, oznaceny
ako FMGT Il (19 kDa) a kédovany génowgt Tento enzym sa od®®IGT | enzymu
li$i tym, ze nie je inducibilny nizkymi davkami alkylaéného agensu, ma nizSiu
molekulovi hmotnost’ a neodstraiiuje metyl skupiny z metylfosfotriesterov (Rebeck et al.,

1988).

Alkyltransferazy boli najdené pri vSetkych doteraz testovanych heterotrofnych
organizmoch aykazuji vysoky stupeni evolu¢nej konzervovanosti (Pegg et al., 1995,
Memisoglu a Samson, 1996).

U ¢loveka bol izolovany 21,7 kDa protein s O°MGT aktivitou, ktory vykazuje
velmi nizku sekvenénii homoldgiu s bakteridlnymi enzymami a neodstranuje

alkylfosfotriestery (Dusenbery a Smith, 1996).
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Pri kvasinkach sa gény s analogickou ulohou ako alkyltransferdzovy systém pri
E.coli zistili az v poslednych rokoch, ¢o suvisi s malym poctom molekil tohto enzymu
v bunke a preto naro¢nou detekciou v bunkovych extraktoch. Alkytransferazovy systém
pri kvasinkach sa podarilo potvrdit’ az po izolacii génu oznaceného MGT], ktory koduje
O%alkylguaninDNAalkyltransferazu (Sassanfar a Samson, 1990).

Pri rastlinach eStacbola dokézana pritomnost O°MGT (Britt, 1996).

1.2.1.4 Ligéacia zlomov

Ligaciu jedno a dvojretazcovych zlomov, ktoré vznikaji hydrolyzou fosfodiesterovych
vézieb dvojretazcovej DNA po poésobeni réznych agensov (napr. ioniza¢né ziarenie)
a maju letdlny ucinok, zabezpeCujii enzymy DNA ligazy. KedZze vSetky DNA ligazy
vyzaduju vol'né konce na molekule DNA bez chybajtacich nukleotidov v mieste zlomu
a pritomnost’ prilahlych 3" OH a 5" P koncov, tymto spdsobom mézu byt opravené iba
retazcové zlomy vyznacujice sa tymito vlastnostami (Kornberg a Baker, 1992; Timson
et al., 2000)Ostatné zlomy retazcov DNA su opravované zlozitej$imi mechanizmami

opisanymi neskoér.

1.2.2 Reparacné systémy opravujice poSkodenia DNA vo viacerych

krokoch

Do tejto skupiny patria komplexnejSie mechanizmy opravy DNA, ktoré odstranuju
poskodenie jeho vyStiepenimnwlekuly DNA (exciziou) alebo umoziuji bunke
tolerovat’ poruchu Struktiry DNA rekombinaciou alebo syntézou DNA cez poskodenie

(Wood, 1996).

1.2.2.1 Excizia poSkodeného useku

Excizia poskodeného useku patri medzi najrozsirenejsi a doposial’ najlepsie prestudovany

.....
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poskodeni, ktoré¢ boli vyvolané UV ziarenim a niektorymi chemickymi agensami. Je
znamych niekol’ko enzymatickych mechanizmov, pomocou ktorych dochadza

k vyStiepeniu poSkodenych baz v bunkédéfe bud’ o opravu monoaduktov (bazova
excizna oprava - BER), o opravu rozsiahlejSich poSkodeni (nukleotidova excizna oprava -
NER), alebo o opravu chybne sparovanych baz vzniknutych pocas replikdcie DNA

(,mismatch® oprava).

1.2.2.1.1 Bazova excizna oprava

Béazova excizna oprava predstavuje mechanizmus, ktorym bunky odstraiuju
modifikované bazy, apurinowapyrimidinové miesta a jednoretazcové zlomy (Obr. 1.5)
(Seeberg et al., 1995). Tieto typy poSkodeni vznikaju v bunke prirodzene dbésledkom
metabolizmu alebo vplyvom vonkajSich faktorov ako nafkylaénymi a oxidacnymi
latkami, ionizujucim Ziarenim alebo ultrafialovym ziarenim typu A a B (Friedberg et al.,

1995). Vramci bazovej exciznej opravy (BER) dochadza k excizii, Cize vystiepeniu
poskodenej bazy, ktord nemusi menit’ Struktiru DNA, ale mdze spdsobovat’ chybné
parovanie pocas replikacie a viest’ tak k vzniku mutacie (Dusenbery a Smith, 1996).

BER je iniciovanad bud’ spontannou stratou bazy alebo réznymi modifikovanymi
bazami, ktoré su rozpoznavané a Stiepené Specifickymi DNA glykozylazami. DNA
glykozylazy katalyzuji hydrolyzu N-glykozidickych vézieb viazicich niektoré typy
chemicky zmenenych baz na deoxyribézo-fosfatova kostru DNA. Vysledkom pésobenia
DNA glykozyladzy je vznik apurinového alebo apyrimidinového miesta (AP miesto).
Odstranenie AP miesta zabezpecuji enzymy AP endonukledzy alebo AP lyazy, ktoré
Specificky rozpoznavaju AP miesta a vytvaraju zarezy (incizie) v DNA hydrolyzou
fosfodiesterovej vazby na strane k AP miestu (Sakumi a Sekiguchi, 1990). Takto vznikaju
terminalne deoxyrib6zofosfatové zvysky, ktoré su potom odstrdnené nukledzami
oznaCenymi exonukleazy. Na rozdiel od DNA glykozylaz a AP endonukleaz,
exonukledzy nie su enzymami Specifickymi pre opravu DNA, ale degraduju DNA na
vol'nych koncoch (tie, ktoré sa zacastiiuju pri exciznej oprave, sa oznacuju aj ako DNA

deoxyribofosfodiesterazy) (Wood, 1996). Vysledkom je teda jednonukleotidova medzera
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na DNA, ktora je potom zaplnena pomocou DNA polymef@aajebo DNA polymerazy

0 a DNA ligaza spoji novy nukleotid s povodnym retazcom (Britt, 1996; Seeberg et al.,
1996; Lloyd, 1998).

BASE EXCISION REPAIR

DNA glycosylase ¢ (1)
AP Free base
5 JITRELLL, | M ercised
5' AP endonuclease * (2]
5 P 3
dRpase + (3]

TG 4o
2 oh 3 P

DNA polymerase + DNA ligase + e

Obr. 1.5 Schéma bazovej exciznej opravy. (Prevzaté z Friedberg et al., 1995)

Viacsina DNA glykozylaz patri medzi vysoko Specifické enzymy odstranujuce urcity typ
poskodenia, pre niektoré je vS8ak charakteristicka pomerne Sirok& substratova Specifita.
Doteraz zname DNA glykozylazy mozno na zaklade genetickych a biochemickych Stuadii
rozdelit’ do dvoch tried. Do prvej triedy patria monofunkéné DNA glykozylazy ako napr.

uracil DNA glykozylaza (UNG), ktoré Stiepia N-glykozidicka vazbu za vzniku AP miesta
(Krokan et al., 1997; Parikh et al., 2000; Pearl, 2000). Nasledne je AP miesto rozpoznané
AP endonukledzou (APE), ktora Stiepi DNA fosfodiesterovu véaalif strane za vzniku

3" -OH a 5" -konca s fosforib6zovym zvyskom (Doetsch a Cunningham, 1990; Mol et al.,
2000; Piersen et al., 2000pruhu triedu tvoria bifunkéné enzymy, ktoré maju popri
glykozylazovej aj lyazovu aktivitu ako napr. 8-oxoguanin DNA glykozylaza/AP lyaza

(OGG) a ktoré po odstraneni bazy Stiepia fosfodiesterova vazbu s@aBe AP miesta
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(Cunningham, 1997). Vysledkom takejto incizie je prirodzehykbniec s fosfatovym
zvySkom a 3 -koniec, ktory vyzaduje upravu AP endonukleazou II/3° - diesterazou. 3
OH-koniec slizi ako primer pre repara¢nll syntézu katalyzovanu DNA polymerazou
(Bennet et al., 1997; Beard a Wilson, 2000).

AP miesta vSak mozu byt opravené i alternativnou cestou, tzv. “long-patch” BER,
pri ktorej ide o exciziu priblizne 2-6 nukleotidov (Matsumoto et al., 1994; Parikh et al.,
1999). DNA polymeraza alebo ¢ v kooperacii s d’als$imi komponentami (PCNA a RFC —
replikacny faktor C) odstrania pocas reparacnej syntézy poskodeny tusek za vzniku 5’
vyCnievajuceho ssDNA vlakna (Stucki et al., 1998). Tato Specificka Struktura je
rozpoznanad FEN-1 endonukledzou (“flap endonuclease 17), ktora interaguje s PCNA
a DNA ligdza I na zaver znovu zabezpeCi spojenie novosyntetizovan¢ho useku
k povodnej DNA.

DNA glykozylazy boli najdené aj pri kvasinka&h cerevisiaeGenNTG1koduje
protein homologicky endonukledze H. coli gén MAG1 kéduje DNA glykozylazu
odstranujucu metylované bazy z DNA a glykozyldzovu/lyazovu aktivitu maju aj produkty
dalsich génov (OGG1, OGG2 (Glassner et al., 1998). DNA glykozyladzy boli najdené aj

pri mnohych inych organizmoch, vratane ¢loveka (Cunningham, 1998).

1.2.2.1.2 Nukleotidova excizna oprava

DNA poskodeni (Britt, 1996; Wood, 1996). Na zaklade genetickej komplexnosti
nukleotidovej exciznej opravy pri baktéHi coli, kvasiniek a cicavcov sa predpoklada,
ze nukleotidovd excizna repardcia (NER) je vysoko konzervovana v evolucii a je
uskutoénovana prostrednictvom multiproteinového komplexu, tzv. repairozomu, ktory je
zostaveny v presne stanovenom poradi na miestach konformac¢nych zmien sposobenych
poSkodeniami DNA (Obr. 1.6) (Friedberg, 1991; Prakash a Prakash, 2000).

NER je detailne preStudovana najma na bakterialnom mdglebli. Velké

mnozstvo mutantov a vypracovanie in Vitro reakcie umoznilo vniknut’ do podstaty tohto
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mechanizmu. V principea uskuto¢iiuje v nasledujtcich 5 krokoch, ktoré boli neskor

potvrdené aj pri eukaryotoch (Hoeijmakers, 1993; Moolenaar et al., 1997):

1. Rozpoznanie poSkodenia - [iti coli su za tento krok zodpovedné produkty génov
uvrA® a uvrB’, ktoré wvytvaraji komplex (UvrAfUvrB);. Tento komplex sa
nespecificky viaze na DNA a vd’aka svojej helikdzovej aktivite s vyuzitim energie
ziskanej hydrolyzou ATP sa pohybuje po DNA. Ak sa dostane na miesto, kde je
poskodena DNA, (UvrA)sa uvolni a vytvori sa stabilny komplex (UvrB);-DNA
a DNA je konformacne pripravend na inciziu. Tento proces vyzaduje hydrolyzu ATP,
ktora slizi na lokélne rozpletenie DNA v poSkodenom mieste (Theis et al., 2000).

2. Dvojité naStiepenie — incizia. RozStiepenie retazca po oboch strandch v blizkosti
poskodenia sa uskuto¢ni po naviazani UvrC proteinu na komplex (Uvr);-DNA.

K nastiepeniu dojde vo vzdialenosti 7 nukleotidov od poSkodenia na 5" konci a 5
alebo 4 nukleotidy na 3" kondiento proces vyzaduje pritomnost’ ATP.

3. Vystiepenie — excizia. Nasleduje samotna excizia - odstranenie oligonukleotidu
obsahujiceho poskodenie, za ktoré je zodpovedny produkt gérmd (DNA
helikdza II). Spolu s uvolnenim oligonukleotidu obsahujuceho DNA poskodenie,
dochadza aj k uvolneniu UvrC proteinu.

4. Reparacna syntéza novej DNA, pri ktorej sa ako templét vyuZziva nepoSkodeny retazec
a ktoru katalyzuje DNA polymeraza | (Pol I).

5. Ligéacia katalyzovana DNA ligazou zakoncuje proces NER.

Hoci je uvedena postupnost’ krokov evolucne zakonzervovana od baktérii az po
Cloveka, neexistuje Struktirna homologia medzi proteinovymi podjednotkami, ktoré st
zahrnuté v NER medzi prokaryontmi a eukaryontmi. Biochemické mechanizmy su
rozdielne (Petit a Sancar, 1999).

Rozpozndvame dve vzajomne sa prekryvajuce drahy NER. Jedna — globélna
genomova oprava (GGR — ,,global genome repair*) — je schopna eliminovat’ poSkodenia
zo vSetkych casti gendmu (Hanawalt a Mellon, 1993, Hanawalt, 2001). Niektoré typy
poskodeni opravuje GGR velmi rychlo a ucinne (napr. UV-indukované 6-4
fotoprodukty), kym iné (napr. UV-indukované cyklobutanové pyrimidinové diméry —
CPD) pomaly a menej G¢inne (Mitchel, 1988). Predpoklada sa, Ze pomaly opravované

poskodenia ur€iti dobu brédnia transkripcii, a preto sa vyvinul dodatocny opravny



Odpoved bunky na pésobenie faktorov prostredia s genotoxickym ucinkom 21

mechanizmus, tzwranskripéne viazana oprava (TCR — ,transcription-coupled repair*)
(Sugasawa et al.,, 1998). TCR zabezpecCuje rychle a ucinné odstrdnenie poSkodeni
blokujucich elongaciu transkripcie RNA polymerazou Il (Bohr et al., 1985; Mellon et al.,
1987; Selby a Sancar, 1993). TapedSalizovana forma NER, oznaCovana aj ako oprava
spojena s transkripciou alebo preferen¢nad oprava transkribovanych retazcov, vyzaduje

vacsinu tych istych proteinov ako gendmova NER.

NUCLEOTIDE EXCISION REPAIR

Pyrimidine dimer

Damage-specific DNA l o
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Obr. 1.6 Schéma nukleotidovej exciznej opravy. (Prevzaté z Friedberg et al, 1995)

Stadium preferenénej opravy transkribovanych retazcov viedlo pri E.coli k objaveniu tzv.
transcription-repair coupling factor, TRCF, kdédovaného génafci (Selby a Sancar,
1991). Ak dojde pocas transkripcie k zastaveniu RNA polymerazy na mieste poSkodenia,
faktor TRCF sa naviaze na toto miesto, uvolni RNA polymerdzu a syntetizovany
transkript, umozni naviazanie (UvrA)(UvrB); komplexu a uskuto¢ni sa NER (Selby
a Sancar, 1993). Mutacie v géRAD26S. cerevisiaea CSA génoch u ¢loveka tieZ
zodpovedaju za deficiencie v preferencnej oprave transkribovanych retazcov (Sweder et

al., 1996; Bucheli et al., 2001). TCR je teda dblezitym podpornym systémom na opravu
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poSkodeni v aktivnych oblastiach gendmu, pre ktoré je GGR prili§ pomala (Sugasawa et
al., 1998).

Geneticka analyza odhalila p8. cerevisiaevelké mnozstvo génov spojenych
S exciznou reparaciou (Haynes a Kunz, 1981; Friedberg, 1988; Friedberg et al., 1991,
Prakash a Prakash, 2000; Yu et al.,, 2001). Mutanty tejto skupiny boli zaradené do
epistatickej skupinyRAD3 (Friedberget al., 1995). Zakladnou vlastnostou tejto
epistatickej skupiny je citlivost’' na UV Ziarenie. Nie vSetky mutanty su rovnako citlivé, o
predpoklada ich réznu ulohu v reparacnej drahe. Komplexnost' eukaryotického genému
a Struktira chromozdémov si vyzaduje podstatne viac proteinov zapojenych do NER ako
pri E.coli, avSak podstata opravy je rovnaka. MutacRAD1-RAD4a RAD10génoch su
zodpovedné za poruchu incizie DNA (Wilcox a Prakash, 1981). Tieto gény su teda
zodpovedné za pociato¢nti fazu NER. Okrem toho, mutécia v gériRAD3 mé letélny
ucinok (Schiestl a Prakash, 1988). Analyza mutantov radl a radlO naznacila, ze
proteinovy komplex Rad1-Rad10s endonukleazovou aktivitou zohrava ulohu aj
v mitotickej] rekombinacii a rekombinacnej oprave (Bardwell et al, 1994).

V mutantoch ostatnych génov zapojenych do Nkl [ab. 1.2) dochadza k incizii, aj
ked’ so znac¢ne redukovanou frekvenciou. Predpoklada sa, ze tieto gény len napomahaju
alebo reguluju aktivitu génoRadl-4a Rad10(Friedberg et al., 1995).

Na zaklade doterajSich vysledkew predpoklada, Ze aj pri kvasinkach je NER
uskuto¢novana prostrednictvom multiproteinového komplexu, tzv. reparozému, ktorého
sucast’'ou je aj transkripény iniciacny faktor TFIIH (Friedberg et al., 1995).

Dalej sa zistilo, Ze produkty génov Radla RadD tvoria komplex potrebny pre
inciziu DNA, ale tiez su potrebné pre intrachromozomalnu mitoticktl rekombinaciu medzi
repetitivnymi sekvenciami (Bailly et al., 1992; Bardwell et al.,, 1992). Komplex ma
endonukleazova aktivitu, Specificky rozpoznavajucu spojenie medzi dsDNA a ssDNA
(Bardwell et al., 1994; Tomkinson et al., 1994).

Vela poznatkov o molekulovych mechanizmoch NER sa ziskava z analyzy
klonovanych génov. SamotnRAD3 gén bol ziskany fenotypovou komplementaciou
s vysoko citlivymrad3 mutantom. (Higgins et al., 1983; Naumovski a Friedberg, 1988).

Na zaklade purifikacie bolRAD3 protein analyzovany a charakterizovany ako
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multifunkény enzym majuci helikdzova a na DNA zavislu ATP-azovu aktivitu (Higgins
et al., 1983; Friedberg, 1983; Friedberg, 1988; Guzder et al., 1994).

1.2.2.1.3 Oprava chybne sparovanych baz (,mismatch korekcia")

Mechanizmus tzymismatch korekcie” je vysoko evolu¢ne konzervovany od baktérii az
po ¢loveka (Jiricny, 1998; Hsieh, 2001). Tymto terminom sa oznacuje oprava chybne
sparovanych baz, ktoré mozu vznikat' viacerymi sposobmi. Medzi najCastejSie sposoby
vzniku chybne sparovanych baz patria replikatné chyby DNA polymerazy vznikajice
pocas replikdcie DNA, ktoré uniknl korekénej (“proofreading”) exonukledzovej aktivite
DNA polymeraz. V takomto pripade lezi chybne sparovana baza na novosyntetizovanom
retazci a jej oprava zabezpe®i udrzanie presnosti genetickej informacie. DalSim
mechanizmom vzniku chybne sparovanych baz je tvorba heteroduplexu medzi dvoma
homologickymi molekulami DNA pocas rekombinécie. Chybne sparované bazy vznikaju
aj pri deamin&cii 5-metylcytozinu alebo vtedy, ak je do DNA vradeny chemicky
modifikovany derivat bazy alebo analég bazy (Lehmann et al., 1996).

Model ,mismatch” opravy pri. coli zahiiia 10 faktorov (Lahue et al., 1989),
z ktorych 3 (MutS, MutH a MutL) participuji vyluéne na procese opravy chybne
sparovanych baz (Yang, 2000) a d’alsich 7 (MutU (UvrD) - DNA helikaza II, Ssb -
ssDNA viaztci protein, Exol — 3’-5"exonukledza, RecJ a ExoVII - 5’-3"exonukledzy,
DNA polymerdza III a DNA ligdza) sa podiela aj na d’alSich procesoch stvisiacich
s metabolizmom DNA (Jiricny, 1998; Leadon a Avrutskaya, 19P8)ezitu tlohu pri
rozpoznani chybne sparovanej bazy v novosyntetizovanom retazci DNA zohrava
metylacia materského retazca v GATC sekvenciach (hypometylovany adenin v polohe
6). Mechanizmus opravy je znamy uz aj na molekularnej drovni (Yang, 2000; Hsieh,
2001). Na MutS homodimér, ktory rozpoznava a viaze sa ha chybne sparované bazy, sa
naviazu MutL a MutH a vytvoria repara¢ny komplex, ktory pocas ATP-zavislej reakcie
vytvori na DNA slu¢ku, tzv. ,,a-loop“(Allen et al., 1997). MutL aktivuje endonukleazovu
aktivitu MutH, ktorad Stiepi nemetylovany retazec DNA v najblizSej hemimetylovanej

sekvencii GATC (metylovany je adenin), ktord sluzi ako rozpoznavaci signal (Barras
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a Marinus, 1989). Pretoze k tejto modifikéacii dochaddza az po syntéze DNA, sekvencia

GATC v novosyntetizovanom retazci je doCasne nemetylovana. Az zlom

v novosyntetizovanom nemetylovanom retazci ur¢i, kde prebehne mismatch oprava
(Modrich a Lahue, 1996). MutL napomahas" DNA helikiaze (UvrD) naviazat’ sa na

toto miesto a ta potom rozpleta duplex prednostne smerom k chybne sparovanym bazam
(Hall et al., 1998). Exonukledza potom vystiepi sSSDNA nesucu chybnu bazu a vzniknuta
medzera, stabilizovana Ssb proteinom, je zaplnena DNA polymerazou Il a pripojena

DNA ligazou k pdvodnému ret’azcu.
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Obr. 1.7 Wagner-Meselsonov model poreplika¢nej mismatch korekcie DNA. (Prevzaté zFriedberg et al ,
1995)

Pri eukaryotickych organizmoch je mechanizmus ,mismatch* opravy komplexnejsi
(lwanejko a Jones, 1998; Harfe a Jinks-Robertson, 2000; Nicholson et al., 2000;
Peltoméki, 2001). Pri kvasinkacls. cerevisiaemechanizmus ,mismatch* opravy
vyzaduje 6 homologov bakteridlneho MutS (MSH1-MSH®6) a 4 homology MutL (MLH]1-

MLH3 a PMS1) (Harfe a Jinks-Robertson, 2000). NedorieSenou zostava otazka
rozpoznania novosyntetizovaného retazca, kedZe S. cerevisiae podobne ako

D. melanogasternemetyluju svoju DNA (Leadon a Avrutskaya, 1998). Predpoklada sa,
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ze rozpoznavacim signalom by mohli byt zarezy medzi 5" a 3” koncami Okazakiho

fragmentov na novosyntetizovanom retazci DNA (Holmes et al., 1990).

1.2.2.2 Rekombina¢na oprava

Rekombinacna oprava je potrebna na opravu dvojretazcovych zlomov a na zaplnenie
medzier v dcérskych retazcoch, ktoré vznikaju zastavenim DNA polymerdzy v mieste
poskodenia a perzistuju po replikacii (Pastink et al., 2001). Zistilze tento systém sa
zuCastiiuje aj na oprave posSkodeni indukovanych MNNG (Dolling et al., 1999).
Rekombinacna oprava predpokladad pritomnost” dvoch sesterskych retazcov. Procesom
rekombindcie je schopna zaplnit medzery v . DNA dcérskych retazcoch. Ked’ze ako
komplementarny retazec sluZzi novosyntetizovany retazec sesterskej chromatidy
(reciproka vymena), vysledna oprava DNA je bezchybné (error-freeda Adak pouzije
informéacia homologického chromozému alebo z podobnych (nie homologickych) oblasti
DNA, vznikd moznost vzniku zmeny a to bud génovej konverzie alebo delécie,
duplikacie a translokacie (nereciproka vymena) (Orr-Weaver a Szostak, 1985; Britt,
1996). Samotné poskodenie sice zostdva neopravené, ale bunka je schopna dokoncit’
replikéciu a poskodenie DNA mdze byt opravené exciznou opravou. Preto niektori autori
namiesto terminu rekombina¢nd oprava, oznacuju tento proces ako proces tolerovania
DNA poskodenia spojeny s rekombinaénym procesom (Friedberg et al., 1995; Britt,
1996).Presny molekularny mechanizmus rekombinacnej opravy este nie je znamy.

Pri E. colihra v tomto procese doleziti tlohu produkt génu RecA(Friedberg et al.,
1995). Je to multifunkény protein, ktory sa zucastiuje mnohych doélezitych procesov v
bunke.RecAprotein bol purifikovany a zistila sa jeho ATP-azova aktivita zavisla na
jednoretazcovej DNA (ssDNA) (Ogawa et al., 1978). RecA protein sa viaZze na
jednovldknovi DNA a v komplexe s fou vyhladdva homologicku sekvenciu na
dvojretazcovej DNA. RecBCDprotein, ktory ma helikdzovlu a exonukleazova aktivitu,
odvija DNA duplex od miesta zlomu, degraduje ho z jeho 5°konca, zanechavajuc 3° OH
ssDNA. Po sparovani s homologickou DN# vytvori klasicky rekombinacny

intermediat znamy ako Hollidayova Struktira (Holliday, 1964) sprostredkovana proteinmi
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RuvA, RuvB, RuvC a Reg¢@&dams et al., 1994). Na rekombinacnej oprave sa priE. coli
zGCastnuju aj dalSie gény (recN, uvrD, recFa recJ) (Shinogara a Ogawa, 1995). Pri
rekombindcii dochddza k vymene sesterskych retazcov s vel'kost'ou az niekol’ko kilobaz.

Eukaryotické organizmy disponujui principidlne dvoma zdkladnymi reparaénymi

drahami na opravu DSB.

1. homologicka rekombinacia, v ramci ktorej poSkodeny uUsek DNA ziska
genetickl informaciu z nepoSkodeného homologu (napr. sesterskej
chromatidy, homologického chromozému) (Thacker, 1999)

2. nehomologicka oprava alebo tzv. “end-joining”, v ktorej ide o spojenie dvoch
DSB bez potreby vyraznej sekvencnej homoldgie medzi koncami DNA
(Kanaar et al., 1998).

Hoci obidve drahy su vysoko konzervovaoé baktérii po ¢loveka, v jednoduchych
eukaryotoch, akymi su naps. cerevisiagje dominantnd homologick& rekombinéacia, v
cicav¢ich bunkach prevlada pri oprave DSB nehomologicka oprava (Takata et al., 1998;

Pastink et al., 2001).

(a) homologous (b) non-homologous (c) single-strand
recombination endjoining annealing

- _ —_—
Ku70, Ku8o
l DNA-PKcs l RADS2. 59
XRCCdlligase IV ’
/ .g:_X _-’/_
RAD1/M10
RADS2 group genes MSH2. 3

Obr. 1.8 Schématické znazornenie mechanizmov zucastiiujicich sa opravy dvojretazcovych zlomov pri
eukaryotoch. a) homologicka rekombinécia, b) nehomologickd oprava, tzv. end-joining, ¢) naviazanie
jednovlaknovych Usekov (Prevzaté z Pastink et al.;2001)
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V stcasnosti sa ako treti typ repara¢nej drahy na opravu DSB uvadza tzv. “single-strand
annealing” (naviazanie jednovlaknovych usekov) (Pastink et al.,, 2001). Je to vlastne
Specifickd forma homologickej rekombinacie, ktora je zavisla na pritomnosti
repetitivnych sekvencii v okoli DNA poSkodenia. Jej vysledkom je delécia useku DNA
nachadzajucim sa medzi tymito sekvenciami, preto ide o tzv. nekonzervativny
mechanizmus (Pastink et al., 2001).

Kvasinky S. cerevisiaesu vybornym modelovym objektom pre Stadium
rekombinacnej opravy a patria k organizmom, pri ktorych je tito oprava najlepSie
prestudovana. Jednym z hlavnych dovodov je mald vel'kost’ chromozdémov, ktoré sa daju
lahko izolovat’ a oprava dvojretazcovych zlomov sa dd detegovat’ analyzou distriblcie
molekulovej hmotnosti chromozomalnej DNA v sachar6zovom gradiente.

Pri kvasinkach si mutanty s poruchou v rekombinancnej oprave zaradené do
epistatickej skupinyRADS52 (Lewis et al., 1999). Mutanty v génoch oznacenych ako
RADS0 - RADS5%ykazuju citlivost’ na ziarenie a chemické agensy, ktoré indukuji zlomy
na chromozomoch, priCom mutanty rad51, 52 a 54s0 extrémne citlivé a mutanty
ostatnych génov vykazuju miernejsiu citlivost (Haynes a Kunz, 1984 Friedberg, 1988).
Produkty tychto génosa podiel’aji na spontannej a indukovanej mitotickej rekombinacii,
meiotickej rekombinacii a na ,prepinani“ parovacieho typu (Haynes a Kunz 1981;
Malone, 1983; Orr-Weaver a Sztostak, 1985; Hays et al., 1995; Shinohara a Ogawa,
1995). Rad52 protein (52 kDa) interaguje s ssDNA viazucim proteinom (Rp3g
a umoznuje naviazanie Rad51na ssDNA (Shinohara et al., 1998). ProdBkD51génu
(43 kDa) vykazuje funkénu aj struktrnu homoldgiu s RecAproteinomE. coli (Ogawa et
al., 1993; Baumann a West, 1998) a katalyzuje na ATP zavislé homologické péarovanie
a vymenu sesterskych retazcov DNA (Thacker, 1999). Rad54 protein je Struktdrne
pribuzny rodineSW1/SNF2)énov, do ktorej patia DNA helikazy, ale jeho presna funkcia
eSte nie je znama (Shinogara a Ogava, 1995; Clever et al., 1997). Pri Stadiu
rekombinacnej opravy boli zistené priame interakcie proteinov Rad51, Rad52, Rad55,
Rad57a Rpa ktoré vytvaraju multiproteinovy komplex, tzv. ,rekombinozém*“ (Thacker,
1999).
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1.2.2.3 Syntéza DNA cez poSkodenie

Syntéza DNA cez poskodenie (translézna syntéza) patri tiez medzi mechanizmy
tolerujuce poSkodenie (Friedbeegal., 1995). Je dolezitym bunkovym mechanizmom,

ktory umoziuje prekonat’ blok v replikacii spésobeny poSkodenim DNA, ktory pre bunku
znamena vazne ohrozenie zivotaschopnosti. Niektoré organizmy vlastnia tento
inducibilny typ opravy, pomocou ktorgp mézu vyhnit' letdlnemu ucinku niektorych
poSkodeni (Kimball, 1987). NajlepSie je preStudovany SOS systé. poli, kde bol
opisany ako tzv. SOS oprava, riadena gémoh a lexA ktora je spojena so zvysenou
frekvenciou mutécii a je znama aj ako mutagénna alebo error-prone oprava (Liu a
Tessman, 1990; Suttan al., 2000). SOS odpoved’ zahtiia expresiu priblizne 30 génov,

ktoré su regulovanéexA a RecAproteinmi (Fernandez De Henestroza et al., 2000).
Princip tejto odpovede bunidkcoli je uz znamy aj na molekularnej arovni (Little and
Mount, 1984). V bunkack. coli s neposkodenou DNA pdsobi produkt géewA” ako
represor (vazbou na operatorové sekvencie) viac ako 20 génov, veitAhalexA . Ak

je genomE.coli poSkodeny alebo je inhibovana replikacia DNA, vnutrobunkovy signal
spusti SOS odpoved’. Tymto vnutrobunkovym signalom st useky jednovldknovej DNA,

ktora sa objavuje prave vtedy, ak dbjde k zablokovaniu replikacie vplyvom poSkodenia
DNA alebo inym spdsobomRecA protein sa v pritomnosti ATP viaze na oblast
jednovldknovej DNA a tym dochadza k jeho aktivacii. MolekllgxA represora
interaguju s tymto nukleoproteinovym komplexom (Takahashi a Schnarr, 1989).
Vysledkom tejto interakcie je proteolytické StiepehexA proteinuna presne uréenom

mieste (Little, 1993), dochadza k jeho inaktivacii ako represora, znizuje sa pocet molekul
LexA v bunke a naopak zvySuju sa hladiny produktov génov zodpovednych za SOS
odpoved’. Tato aktivita RecA proteinu sa nazyva koproteazova, pretoze stimuluje
samostiepenie_exA represora, ¢im urychluje jeho Stiepenie (Walker, 1995). Ak sa
jednovidknova DNA postupne vytraca (t.j. poSkodenie DNA je odstrandRe)A
molekuly prestanu byt aktivované a pokracujica syntéza LexA proteinu zvySuje jeho
hladinu v bunke, ¢o vedie k represii SOS génov a navratu do pdvodného stavu bunky

s nizkou hladinolRecAproteinu (Friedberg et al., 1995). Pod kontrdl@xA represora

su aj génydinB aumuC, D ktorésa zuc¢astiuju na tzv. transléznej syntéze (Sutton et al.,
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2000). Zistilosa, zZe UmuD’,C komplex je DNA polymerazaV, ktora katalyzuje error-
prone transléznu syntézu a replikuje DNA aj cez poskodenie, ktoré by inak pésobilo ako
blok pre replikaciu (Tang et al., 1999; Bridges, 2001; Wang, 2@i&B koduje DNA
polymerazu IV, ktor&a tiez zacastiiuje na error-prone transléznej syntéze (Wagner et al.,

1999).

Medzi d’alsie gény zacastiiujuce sa SOS odpovede a regulovdrexArepresorom
patria gény exciznej reparacnej drahy uvrA, uvrB, uvrD dalej gény potrebné pre
rekombin&ciuuvA, ruvB, recNa niektoré gény potrebné pri regulacii bunkového delenia
(Friedberg et al., 1995).

Procesy tolerancie DNA pri eukaryotoch su komplexnejSie a v porovnani
s prokaryotmi ovela menej preStudované. NajlepSie preStudovanym eukaryotickym
modelovym objektom je kvasink&. cerevisiaeNa mutagénnej oprave @i cerevisiae
sa podiela skupina génov oznacovanych ako RADG epistaticka skupina (Broomfield et
al., 2001). Téato skupina je najrozmanitejSou a zaroven najmenej preskimanou zo
vSetkych epistatickych skupin. Mutanty patriaceRiRD6 skupiny su citlivé na UV- a X-
ziarenie, alkylacné agensy a latky spoOsobujlice krizové vizby a maju defekt
v indukovanej mutagenéze (Friedberg et al., 1991).

Hlavnym predstavitelom tejto skupiny je RADG6 gén. rad6é mutanty maju
charakteristicky pleiotropny fenotyp, vykazuju citlivost’ k roznym DNA poSkodzujiucim
agensom zahfnajucim UV- a X- ziarenie, alkylaéné agensy a latky indukujuce krizové
vazby a maju redukovanu indukovanu, avSak zvySenu spontannu mutabilitu a spomaleny
rast (Bailly et al., 1997). ProduktoRADG6 génu je ubiquitin konjugaény enzym (20 kDa)
(Jentsch et al., 1987), ktory vytvara kompleRad18proteinom (Bailly et al., 1997).
Mutanty rad18su citlivé na UV-, X-ziarenie a alkyla¢né latky, avSak nemaji poruchu v
indukovanej mutabilite (Friedberg et al., 1991). Produktom tohto génu je vazbovy protein
s afinitou k ssDNA (Chanet et al., 1988). Predpoklada sa, z¢ Radl8 protein svojou
ssDNA vizbovou aktivitou usmertiuje Rad6protein na miesto poskodenia (Bailly et al.,
1994).

Pre translésnu ,mutagénnu” syntézu cez poskodenie su potrebné produkty génov
REV1, REVA REV7(Budd a Campbell, 1997REV3gén vykazuje vysoku sekvenénu

homolégiu s génmi pre polymeraay a €. Mutanty rev3 su citlivé k UV-ziareniu
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a nevykazuju ziadnu indukovanu mutabilitu. Nedavno bolo dokazané, ze REV3 gén
koduje DNA polymerazu, ktora vyzaduje protein Rev7 ako esencialnu podjednotku
a tento enzym bol oznateny DNA polymeraza { (Singhal et al., 1992; Nelson et al.,
1996). REV1 gén kbduje protein homologicky muC proteinomE.coli a je d’alsim

kandidatom pre transléznu syntézu (Larimer et al., 1989).

Error-free PRR Mutagenesis

Pol30
Rad5
Rad30 @

i IENERRRREREN

Obr. 1.9 Predpokladany model dvoch alternativnych subiRitdbbreparacnej drahy pri S. cerevisiae.
(Prevzaté z Xiao et al., 1999)

Okrem doteraz spominanych génov patria do tejto epistatickej skupiny aRgddy,
CDC7, CDC8, SRSZRADH) (Liefshitz et al., 1998) a géngAD9 a RAD24, ktoré sa
zucCastnuji na regulacii bunkového cyklu pri poskodeni DNA (Friedberg et al., 1995).
PodrobnejSie saRAD9géne zmienime v nasledujucej kapitole.

V sucasnosti je vSak znamy aj d’alsi typ transléznej syntézy, tzv. error-free alebo
presna translézna syntéza (Bridges, 2001; Wang, 2001). V tejto sulvislosti sa ako
zaujimavy javi mutamad30 S. cerevisiae. Rad3 homoldégom génodinB aumuCE.
coli aREV1 S. cerevisia@ohnson et al., 1999). Zistilo sa, Zze gén Rad30koduje DNA
polymerdzu n, ktora je potrebnd pre mutagénnu transléznu syntézu poSkodeni
indukovanych po pdsobeni MNNG, ale aj pre bezchybnli opravu poSkodeni
indukovanych po posobeni UV Ziarenia (Broomfield et al., 2001). Pol n je teda error-free
alebo error-prone DNA polymerazou v zavislosti od typu poSkodenia.

Pri kvasinkachS. cerevisiaeoli identifikované aj d’al$ie gény zGcastiujuce sa
presnej, error-free postreplikacnej opravy — mms2, ubcl3, rad&pol30 (Xiao et al., 1999;
Broomfield et al., 2001).
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Homology kvasinkovych génov zhcastitujucich sa error-prone alebo error-free
postreplikacnej opravy boli najdené aj pri vysSich eukaryotoch, vratane ¢loveka (Lin et
al., 1999; Sloun et al., 1999; Johnson et al., 2000; Zhang et al., 2000).

Pri fotoautotrofnych organizmoch eSte nie je preStudovany systém analogicky
mutagénnej oprave pri kvasinkach (Britt, 1996).

1.3 Reparacné mechanizmy Chlamydomonas reinhardtii

Stadium v oblasti reparaénych mechanizmov fotoautotrofnych organizmov nedosahuje
uroven poznatkov pri heterotrofoch. Doteraz je znamych len malo presnych informacii

o enzymoldgii, biochémii a molekularnej podstate proteinov a dalSich zloziek
reparaénych mechanizmov (Britt, 1996). Pri fotoautotrofnych organizmoch su riasy
Chlamydomonas reinhardtiatraktivnym modelovym objektom pre Stadium opravy
DNA.

Pri C. reinhardtii sa po pdsobeni UV ziarenia pozorovala u¢inna fotoreparacia
jadrovej 1 chloroplastovej DNA (Small a Greinmann, 1977). Bolo dokéazané, ze
k inaktivacii jadrovej DNA fotolyazy dochadza, ak su burtkyreinhardtii po oziareni
UV ziarenim (254nm) kultivované 24 hodin v tme. AvSak pyrimidinové diméry
v chloroplastovej DNA st odstraniované fotoreparaciou aj po 24-hodinovej kultivacii
v tme (Small, 1980; Small, 1987). Na zaklade tychto pozorovani bola vyslovena
hypotéza, Ze DNA fotolyazy v jadre a chloroplaste by mohli byt dva rozdielne enzymy
kodované dvoma odliSnymi Struktirnymi génmi (Cox a Small, 1985).

Cox a Small izolovali dvoch mutantoph{rl a phr2) s naruSenou fotoreparaciou
pyrimidinovych dimérov jadrovej DNA, ale pri chloroplastovej DNA je efektivnost
podobna $tandardnému typu (Cox a Small, 1985). Small dalej zistil, ze phrl nie je
mutéciou Struktirneho génu pre DNA fotolydzu, ale ide pravdepodobne o mutaciu
regulaéného génu tohto enzymu (Small, 1993). Daldi mutant s poruchou jadrovej
fotoreaktivacie bol oznafeny phr2 (Cox a Small, 1985). Na zaklade genetickej
a molekularnej analyzy tychto dvoch mutantov sa zistilo, Ze pravdepodobne ide

o heteroalely jedného génu (Miadokova et al., 1991; Munce et al., 1993). Izol4cia
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mutanta s poruchou len v jadrovej fotoreaktivacii podporila myslienku existencie dvoch
réznych Struktinych génov pre DNA fotolyazu. Petersen et al. (1999) pomocou
molekularnych metod hladali v genoéme C. reinhardtii sekvenciu kodujucu DNA
fotolyazu triedy Il. Podarilga im izolovat PHR2gén zC. reinhardtii,ktory kdduje DNA
fotolydzu triedy 1l (Petersen et al., 1999). Nesie signalnu sekvenciu pre lokalizaciu
v chloroplaste a predpoklada sa, Ze ide o DNA fotoly4azu funkénua v chloroplaste (Petersen

et al., 1999).

V suvislosti s fotoautotrofiou sa pri riasach predpoklada zlozitejSia regulécia
a prepojenie procesov opravy na svetle s inymi esencidlnymi bunkovymi procesmi, nez
pri heterotrofoch (Ahmad a Cashmore, 1993). DNA fotolyaza ri@syreinhardtii
podobne ako DNA fotolyazy skér spominanych organizmov (Sancar et al., 1984a; Sancar
a Smith, 1989), stimuluje opravné procesy nezavislé od svetla (dark repair). AvSak
v kontraste s vysledkami ziskanymi pri baktériach a kvasinkach, DNA fotolyaza rias
stimuluje aj iny/iné opravy ako je excizna oprava (Vicek et al., 1995).

Pri Chlamydomonas reinhardtiiebola zistena pritomnost’ alkyltransferazy (Frost
a Small, 1987). Frost a Small zistili, Ze pri tychto riasach ani po 30 hodinach kultivacie
po ovplyvneni alkylatnou latkou nedochadza k odstraneniu O°metylguaninu. To by
mohlo znamenat’, e C. reinhardtii postrada reparacny systém pre O°metylguanin. Kedze
sa vSak aktivita alkyltransferazy napr. @i cerevisiae(v roku 1990), Aspergillus
nidulans(v roku 1992) (pozri: Friedberg et al., 1995) a pri inych organizmoch zistila len
nedavno, je mozné, ze aj pri riasach bude tiez dokdzand pritomnost’ tohto enzymu.
Doteraz vSak pri riasach nie je zndmy ziaden Specificky spdsob opravy poskodeni DNA
indukovanych alkylaénymi latkami a ani inymi chemickymi latkami. NajcitlivejSimi na
posobenie tychto latok sa javia mutanty s poruchou v rekombinacnej oprave, ¢o
naznacuje, ze pri riasach tento typ opravy hra dolezitd tlohu v odstranovani poskodeni
spbsobenych chemomutagénmi (Miadokova et al., 1994).

Hoci prvé pokusy pri riasach naznadili, Zze excizna oprava priC. reinhardtii
neprebieha (Swinton a Hanawalt, 1973), neskdér Small a Greimannova (1977a)
modifikovali metodiku detekcie pyrimidinovych dimérov a analyzy DNA po ovplyvneni
UV Ziarenim a dokazali pritomnost exciznej opravy pri Standardnom kmeni

C. reinhardtii v jadrovej i mimojadrovej DNA (Small a Greimann, 1977a,b). Davies
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(1967) izoloval mutantavsl pri ktorom bola dokdzana Gplna strata excizne opravy, ¢im

sa potvrdila existencia mutantov tohto typu aj pri zelenych riasach (Small, 1987).
Z tychto pokusov sucasne vyplynulo, Ze v chloroplastovej] DNA st diméry odstrafiované
exciziou pri Standardnom type aj puvsl kmeni, ¢o naznacuje nezavislu kontrolu tohto
opravného systému v jadrovej a chloroplastovej DNA (Small, 1987). Medzi excizne-
deficitné mutanty d’alej patria kmene uvs6 (Davies, 1967)uvs9 (Small, 1987),uvs12
auvsly(Podstavkova et al., 1992; Miadokova et al., 1995; Vicek et al., 1997).

Pri  fotoautotrofnych organizmoch doteraz nebola potvrdend existencia
“mismatch” korekcie (Britt, 1996). Pri riasadB. reinhardtii bol izolovany mutantny
kmen uvsl4 pri ktorom bola zistend zvySena hladina spontannej aj indukovanej
mutability (VIcek et al., 1997). Tieto vysledky naznacili, Ze pri tomto kmeni by mohlo ist’

o poruchu “mismatch” korekcie, avSak jednoznaény dokaz v sGéasnosti eSte nie je
k dispozicii.

Aj pri C. reinhardtii boli ziskané kmene, pri ktorych sa predpoklada naruseny
rekombina¢ny reparaény mechanizmus. Rosen a Ebersold (1972) izolovali mutanta
uvskl ktory sucasne vykazoval znizenu frekvenciu meiotickej rekombindcie medzi
sledovanymi genetickymi markermi. Na zaklade analégeczmutantnymi kmeiimi pri
E. coli, predpokladali pri tomto kmeni naruseny rekombina¢ny repara¢ny mechanizmus.

Svoj predpoklad potvrdili nepriamym dokazom, zalozenym na $tadiu interakcie kofeinu

a reparacnych systémov. Portney a Rosen (1980) zistili, ze subletalne davky kofeinu pri

C. reinhardtii zvySuju prezivanie po pdsobeni UV ziarenia a na zéklade tohto
pozorovania usudili, ze subletalne davky kofeinu pri C. reinhardtii stimuluju proces
rekombinacie. Pri kmenuvsEl kofein neovplyvnil prezivanie buniek. Toto viedlo

ku konstatovaniu, ze pridanie kofeinu do postiradiacného média sa moze vyuzit’ ako test

na detekciu rekombinaéne deficitnych kmefiov. Dal§imi rekombinagne-deficitnymi
mutantami si kmenavsE5a uvsE6 (Rosen a Ebersold, 1972) uasl10(Vicek et al.,
1987). Vyssia citlivost' dvojitych mutantov (UvSE1luvstE5, uvsEluvsgE6, uvsE5uysE6
v porovnani s jednoduchymi mutantami naznacuje, ze ide o naruSenie rozdielnych

subdrah rekombinancnej opravy.
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1.4 Zastavenie bunkového cyklu ako odpoved’ na posSkodenie
DNA

Bunkovy cyklus zahfiia sériu udalosti, ktoré vedu k presnému prenosu genetického
materialu do dcérskych buniek. Vo vSeobecn@stiim oznacuje ¢asovy interval medzi
dvoma deleniami bunky, pozostavajuci z viacerych na seba nadvazujucich faz,
oznacovanych G1, S, G2 aM (Obr. 1.10). Kazd4 fdza je charakteristicka urcitymi
procesmi (Alberts et al., 1998Regulaciu bunkového cyklu zabezpecuju cyklin-
dependentné kinazy (CDK) aktivované alebo inaktivované pomocou periodicky
exprimovanych cyklinov. NajvysSia koncentracia cyklinov bola namerana v G1 a G2
faze (Hartwell a Kastan, 1994).

—_ MFAZE

mitoza T
' {jaderné -
. déleni) cytokineze
GQ-FAZE '{CYIOpl?sm?tické
déleni) .-~

INTERFAZE

S-FAZE G,-FAZE

{replikace DNA)

Obr. 1.10 Fazy bunkového cyklu. Interfaza je obdobim bunkového rastu, v ktorej dochadza aj k replikacii
DNA (pocas S-fazy). V priebehu M-fazy sa jadro a neskor aj cytoplazma rozdelia. (Prevzaté z Alberts et
al., 1998)

Pritomnost” DNA poskodeni alebo tieZ aj nezreplikovanej DNA moézZe sposobit’ doCasné
zastavenie bunkového cyklu (Murray, 1992; Weinert a Lydall, 1993), ktoré zabezpeci pre
bunku ¢as potrebny na opravu poSkodenia a dokoncenie krokov potrebnych na prechod
z jednej fazy bunkového cyklu do druhepwgsi tak pravdepodobnost’ prezitia bunky
(Fasullo et al., 1998). K zastaveniu bunkového cyklu dochadz&itych bodoch, ktoré
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sa oznacuju ako kontrolné body bunkového cyklu, ktoré kontroluju vstup do S a M fazy
predlzujuc G1 a G2 fazu pre opravu DNA (Weinert a Hartwell, 1988; Hartwell a Weinert,
1990). Zablokovanie bunky @1 faze znemozni replikaciu poskodenej DNA, zastavenie

cyklu v G2 faze blokuje vstup do mitdzy. s\¢asnosti st zname d’alie dva kontrolné

body, intra-S a M, blokujuce prechod z metafdzy do anafazy (Yang et al., 1997; Gardner
et al.,, 1999). Proteiny jednotlivych kontrolnych bodsw ztéastiuji na regulacii
transkripcie, indukcii opravy DNA, zablokovaniodblokovani bunkového cyklu atd’.
Mutacie tychto proteinov mozu mat’ pre bunku katastrofalne nasledky, vedu kzniZenej
zivotaschopnosti buniek a v niektorych pripadoch mézu viest’ az k transformécii bunky

a vzniku rakovinovych buniek (Hartwell, 1992; Lane, 1992; Elledge, 1996; Paciotti et al.,
1998). Ucloveka Bloomov syndrom a ataxia telangiectasia su charakteristické prave
takouto neschopnostou bunky zastavit' bunkovy cyklus v kontrolnom bode v Gl faze
(Kastan et al., 1992; Khanna a Lavin, 1993).

Dokazy o vysokej evolucnej konzervovanosti reparaénych mechanizmov, ale aj
mechanizmov regulacie bunkového cyklu pri eukaryotickych organizmoch, umoznili
vyuzit kvasinku S. cerevisiaeako modelovy objekt na Stidium molekularnych
mechanizmov zastavenia bunkového cyklu ako aj na ziskanie dokazov o dblezitosti tohto
zastavenia v pritomnosti DNA poSkodeni (Rhind a Russell, 1998; Weinert, 1998;
Lowndes a Murguia, 2000).

1.4.1 UlohaRAD9 génu

Jednu z kl'aicovych uloh v zastaveni bunkového cyklu v pritomnosti DNA posSkodenia pri
kvasinkach zohrava produkt gérRAD9 (Siede et al., 1993). Uloh&AD9 ako
kontrolného bodu sa sledovala na zaklade porovnania fen@gunutantov s bunkami
Standardného typu. Ak neboli bunkyd9 oZiarené, dizka bunkového cyklu ani
prezivanie rad9 mutantasa nelisilo od §tandardného kmena. Jedinym znamym fenotypom

rad9 mutantov je to, ze v bunkach rad9 castejSie dochadza k spontannym stratam
chromozomov. V bunkach kvasiniek a cicavcov je frekvencia straty chromozémov menej

ako 10° na jedno bunkové delenie. Paid9 mutantoch sa této frekvencia zvy3uje 7-21 -
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krat (Weinert a Hartwell, 1990). Ak boli bunky ovplyvnené X-zZiarenim, bunky
Standardného kmena zastavili bunkovy cyklus v G2 faze, zatial’¢o bunky rad9 mutanta
pokracovali v deleni bez zastavenia a po niekolkych deleniach odumreli (Weinert
a Hartwell, 1988; Hartwell a Weinert, 1989). Mutand9 inkubované isty cas po
ovplyvneni X-ziarenim v médiu obsahujucom mikrotubulovy jed vykazovali prezivanie
na urovni Standardného kmena (Weinert a Hartwell, 1988). Toto pozorovanie naznacilo,
7ze RAD9gén nie je priamo zahrnuty v oprave DNA, ale skér pésobi ako kontrolny bod,
ktory v pritomnosti DNA poskodeni v bunke dokaze zastavit’ bunkovy cyklus a ziskat’ cas
potrebny na opravu poSkodeni DNA alebo dokoncenie replikacie.

RAD9 gén bol klonovany a sekvenovany. Koduje mRN&{Zkou 4,2 kb. Rad9
protein ma 1309 aminokyselin a molekulovi hmotnost’ 148,412 Da (Schiestl et al., 1989).

RAD9 gén nema vplyv na spontannu, ale ma vplyv na UV-indukovanu
mutagenézu (Paulovich et al., 1998). V porovnani so Standardnym typoad@nautant
nezmenenu rekombinaciu (Schiestl et al., 1989; Weinert a Hartwell, 1990), rovnaku
sporulaciu a Zivotaschopnost’ spor (Dowling et al., 1985; Weber a Byers, 1992) a rovnaki
u¢innost’ opravy DNA v nedeliacich sa bunkach (Weinert a Hartwell, 1990). Zistilo sa
tiez, ze mutanty rad9 vykazuji citlivost voc¢i alkylaénym latkam a peroxidu vodika
(Paulovich et al., 1997; Flattery-O'Brien a Dawes, 1998). Pro®RAD9 génu je
potrebny pre X-ziarenim indukované zastavenie bunkového cyklu v G, faze prirad52
mutantoch, ktoré st deficientné v oprave DSB (dvojretazcovych zlomov) (Friedberg et
al., 1995) Prezivanie dvojitého mutanta rad52rad9po ovplyvneni X-ziarenim je vyrazne
nizsie ako prezivanie jednoduchého mutanta rad52 Uz relativne malé davky ziarenia (2
krad) vedd kodumieraniu buniek, pricom ich fenotyp zodpoveda ireverzibilnému
zablokovaniu v G2 faze. Okrem toho je proddRAD9 nevyhnutny na zastavenie
bunkového cyklu pricdc2 cdc3 cdc9, cdcl3a cdcl7 mutantoch, ktoré maju poruchu
v génoch potrebnych na replikaciu DNA (Schiestl et al., 1989, Weinert a Hartwell, 1993).
Tieto vysledky naznacujt, Ze SSB (jednoretazcové zlomy) a DSB poskytuju signal na
zastavenie bunkového cyklu sprostredkované produk®AD9 génu. Ked'ze takéto
zastavenie neindukuje proteosyntézu, predpokkad&e je dosledkom postranslaénej
modifikacie proteinu zodpovedného za prechod medzi S a M fazou (Weinert a Hartwell,

1990). Predpoklada sa aj funk&@AD9génu v signalnej drahe, ktora hra ulohu vféxze
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bunkového cyklu (Siede et al., 1993; Aboussekra et al., 1996). Pre prechod do S a M fazy
bunkového cyklu je nevyhnutna protein-kindza kédov&i3C28 génom, ktord je
pravdepodobne cielovym proteinom postranslac¢nej Upravy sprostredkovanej produktom
RAD9génu (Siede et al., 1993Avsak presny molekularny mechanizmus t¢inku RAD9

génu este nie je znamy.

Bunky rad9 mutantov mozno odlisit’ od buniek Standardného kmena aj na zaklade
morfologie deliacich sa buniek po pésobeni mutagétka uz bolo vyssie uvedené,
Standardné bunky po poOsobeni X-Zziarenia zastavia bunkovy cyklus v G, faze.
Morfologicky tomuto Staddiu zodpovedd velkd bunka s jednym, maximalne dvoma
pucikmi a s velkym, predizenym, nerozdelenym jadrom, umiestnenym na rozhrani
materskej bunky a ika, resp. pacikov. Bunky, pri ktorych doSlo k oprave poSkodenej
DNA, sa po niekol’kych hodinach za¢nt delit’ a davaju vznik vel'kym, Zivotaschopnym
koléniam. Bunky, ktoré nie su schopné opravy, su ireverzibilne zablokovandaz&a
odumieraju v Stadiu jednej bunky. Bunky s poruchou v regulécii bunkového cgaki@r (
mutant) po posobeni X-ziarenia nezablokuju G, fazu bunkového cyklu a prejdd do
mitdzy. Ked’Zze nedochadza k efektivnej oprave DNA, bunky po niekolkych deleniach
odumieraju v dosledku neschopnosti tolerovat’” poskodenie DNA. Vysledkom takéhoto

delenia su mikrokolonie pozostavajice z 3 az 8 buniek (Weinert a Hartwell, 1988).

1.4.2 Mutanty s predpokladanou poruchou zastavenia bunkového cyklu

ako odpovede na posSkodenie DNA pi€C. reinhardtii

Prvym mutantom, ktory naznacil mozny vzajomny vztah medzi poskodenim DNA
a regulaciou bunkového cyklu pririasach, bol mutantl, ktory vykazuje zvySenu
rezistenciu vo¢i UV-ziareniu v porovnani so Standardnym kmenom. Pri Stadiu tohto
mutantasa zistilo, ze k zvySenej rezistencii vo¢i UV-Ziareniu by mohlo dochddzat
nasledkom prediZenia bunkového cyklu oproti dizke bunkového cyklu pri §tandardného
kmeni. Toto prediZenie sa prejavovalo posunom zadiatku a ukondenia syntézy DNA,

karyokinézy, zvidcSovania objemov apoctu uvolnenych dcérskych buniek (zoospor)
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z povodnych materskych (VIéek et al., 1981). Takéto prediZenie by pre bunku znamenalo
ziskanie ¢asu na opravu poskodeni indukovanych UV-ziarenim.

Pri C. reinhardtii sa izoloval aj kmen uvsll pri ktorom sa v porovnani
so Standardnym typom zistila zvySena citlivost’ na UV-ziarenie, MNNG a takisto aj
zvySena frekvencia priamych mutéacii veducichastencii na streptomycin (VI¢ek et al.,
1987; Miadokova et al., 1994). Bunky mutantného kmena uvsllovplyvnené mutagénom
(UV, MNNG) sa rozdelia pred odumretim minimalne jedenkrat, nasledkom c¢oho
vznikaju mikrokolonie s nezivotaschopnymi bunkami (VI¢ek et al., 1987). Podstata
poruchy mutacieivsllzatial nie je znama, avsak doterajsie vysledky (fenotypovy prejav
po pdsobeni UV-ziarenia a MNNG, tvorba mikrokolonii) naznacuju, ze ide o mutéciu
v géne sprostredkujucom prepojenie medzi poSkodenim DNA a regulaciou bunkového

cyklu, podobne ako prad9 mutantnom kmeni kvasinie®. cerevisiae



Kapitola 2

Transformacia jadrového genomu
Chlamydomonas reinhardtii

V predchadzajtcich kapitoldch sme opisali mnoho mutantov zc€astiujlcich sa na oprave

DNA pri C. reinhardtii Niektoré gény zapojené do opravy DNA boli na zaklade
klasickych genetickych metéd mapované a charakterizované (Davies, 1967; Vicek et al.,

1981; Vicek et al., 1987; Podstavkova et al., 1991; VIcek et al., 1991; Podstavkova et al.,

1992; Miadokova et al., 1994; Vicek et al., 1997). AvSak dodnes nie st zndme produkty

tychto génov a taktiez ich presné funkcia v procese opravy DNA. Jednou z metdd, ktora

by mohla prispiet k rychlej§iemu napredovaniu vyskumu v oblasti reparacnych
mechanizmov pri fotoautotrofnych organizmoch na priklade jednobunkovej zelenej riasy
C. reinhardtii je ispesSna transformacia jadrového genému.

Hlavnymi problémami pri transformacii bunieR. reinhardtii je pritomnost
bunkovej steny arozsiahly chloroplast prekryvajldci centralne umiestnené jadro.
Pri prvych pokusoch o jadrovu transformacu reinhardtii boli pouzité cudzorodé -
bakteridalne a kvasinkové gény. Kvasinkovy geRG4 kodujlci argininsukcinatlyazu,
komplementoval mutaciarg? pri riasach, avSak transforma¢na ucinnost’ nebola vyssia
ako frekvencia reverzii v tomto lokuse (1010") (Rochaix a vanDillewijn, 1982).
Okrem toho transformanty rastli ovela pomalSie a vykazovali len 5 % aktivity

argininsukcinatlyazy v porovnani s divym typom. DNA transformantov hybridizovala

39
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s plazmidovou DNA, ¢o sluzilo ako dokaz, ze plazmidovd DNA sa vclenila do
genetického materidlu bunky. Neskor sa uskuto¢nili pokusy, pri ktorych bol do vektora
nesuceho kvasinkovy ARG4 gén vlozeny pociatok replikacie izolovany
z chloroplastového genomu (Rochaix et al., 1984). Ziskali sa tak transformanty, ktoré
niesli plazmid v neintegrovanom stave. Tento plazmid sa vSak za neselektivnych
podmienok vel'mi rychlo vytradcal z buniek a navySe zavedenie pociatku replikicie do
vektora neviedlo k zvySeniu u¢innosti transformécie, ¢o naznacilo, Ze integracia vektora
do genému nie je limitujucim faktorom pre zvySenie u¢innosti.
Pri d’alsom pokuse o transformaciu bol pouzity nptll gén z baktérieE.coli

(kodujtci neomycin fosfotransferazu), ktory zabezpecoval rezistenciu voci kanamycinu
a geneticinu a navySe sa javil ako vhodny dominantny selekény marker (Hasnain et al.,
1985). Expresia tohto génu bola riadend prométorom z virusu SV40 vo vektore, ktory
niesol pociatok replikacie z 2um plazmidu kvasiniek. Plazmid po transformacii zostaval
v neintegrovanom stave a u&innost’ transformacie bola 10, Zistilo sa viak, Ze pri riasach
dochadza c¢asto k vzniku spontannej rezistencie vo¢i kanamycinu a geneticinu a preto sa
tento marker prestal pouzivat’.

Jednym z limitujucich faktorov pre UspeSnu transformaciu pri riasach, podobne
ako pri vysSich rastlinach, je pritomnost’ bunkovej steny, ktord tvori vyznamnu bariéru
pre zavedenie cudzorodej DNA. Preto sa pri transformacii vyuzivali najmi mutanty bez
bunkovej steny - a to bud’ mutant (cwl9 alebo bunky, ktorych bunkovéa stena bola
degradovand autolyzinom - druhovo Specifickym enzymom degradujucim bunkovu stenu
pocas parovania gamét C. reinhardtii.

Vyznamny pokrok v Stadiu transformaadiz reinhardtii nastal az po zavedeni
selektivnych markerov izolovanych priamdCz reinhardtiia vyvinuti G¢innych technik

na zavedenie DNA do jadra.

2.1 Selektivne markery

KedZe sa pri riasach stretdvame s problémami pri expresii cudzorodych génov (Hall et

al., 1993), nedostatok vhodnych selekénych markerov bol dlho jednym z limitujucich
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obmedzeni pre Uspesnu transforméciu. Tento problém bol prekonany po zavedeni
selekénych markerov izolovanych priamo z C. reinhardtii (Kindle et al., 1989).
Najvhodnej$imi selekénymi markermi st tie, ktoré umoziuji 'ahku fenotypovi selekciu,

pri ktorej rastu len kolénie transformovanych buniek a frekvencia reverzii alebo vzniku
spontannej rezistencie je o najniz§ia. Ako najvyhodnejSie sa preto pouzivaji gény
komplementujuce auxotrofné mutacie rias, pri ktorych sa dosahuje najvyssia ucinnost’
transformacie. V poslednom case sa ako selekény marker vyuzivaji gény veduice

k rezistencii voci antibiotikam.

2.1.1 Markery komplementujuce mutécieC. reinhardtii

Jednym =z prvych selekénych markerov, ktoré boli pouzit¢ pri transformacii
C. reinhardtii je Arg7 gén. Koduje argininsukcinatlydzu, ktora katalyzuje poslednu
reakciu v biosyntéze argininu. Gén je lokalizovany v |. vazbovej skupine (Matagne,
1978), zabera 7 kb a je preruSeny 12 intronmi (Debuchy et al., 1989; Purton a Rochaix,
1994). Komplementujarg7 a arg2 mutacie a transformanty su selektované na médiu
postradajucom arginin. Inzercia fragmentu dlhého 400 bp z baktéridixda4 do
jedného z intrébnov poskytuje molekularny marker na déRag7 transformantov
(Gumpel a Purton, 1994). Bol skonStruovarg7 kozmid, ktory sa pouzil na vytvorenie
genomovej kniznice s 8 x 10° nezavislymi klonmi reprezentujicimi priblizne 250
genomovych ekvivalentov (Purton a Rochaix, 1994). NahradexR@7 promotora
prométorom z bakteriofaga T7 bol skonStruovany tzv. shuttle vektor, schopny
komplementovat’ arg7 mutaciuC. reinhardtiia tiez argH mutaciuE.coli (Auchincloss et
al., 1999).

Dal§im génom, ktory sa pri C. reinhardtii pouziva ako selekény marker, je gén
Nitl kodujuci nitrat reduktazu. Tento gén umoziuje bunkam rast’ na médiu obsahujicom
nitratové iony ako jediny zdroj uhlika, ktory nedokazu vyuzit auxotrofné mutanty v nitl
géne (Fernandez et al., 1989; Kindle et al., 1989; Blankenship a Kindle, 1992). Gén
obsahuje 15 intrénov a zabera oblast’ dlha 8,5 kb. Génom Nitl je mozné transformovat’

kmen nitINIT2 pretoze Nit2 je regulacnym génom, ktory je potrebny na expresiu Nitl
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(Schnell a Lefebvre, 1993). Véésina kmeniov C. reinhardtii je izolovan& zo Standardného
typu, ktory nesie mutacieitl a nit2 a preto teda nie su vhodné na transformadilits
génom (Harris, 1989).

Medzi dalsie selekéné markery patria gény Nic7, Thil0 a iné. Nic7 gén
komplementuje mutaciu vyzadujicu nikotinamid (Ferris, 1995). Jeho vyhodou je nizka
frekvencia reverzii. Thil0 gén komplementuje tiaminovld auxotrofiu, avSak jeho

nevyhodou je, Ze netransformované bunky odumieraju vel'mi pomaly (Ferris, 1995).

2.1.2 Markery nesuce rezistenciu na antibiotika

Hlavnou vyhodou tychto markerov, oproti vyssie spominanym, je moznost’ ich pouzitia
pri akomkol'vek génovom pozadi, takze nie je potrebné konStruovat’ recipientné kmene.
Medzi takéto markery patri gé@ryl, ktory zabezpecuje rezistenciu voéi cytosolickym
inhibitorom transldcie kryptopleurinu a emetinu, vd’aka missense mutécii v kddujucej
oblasti pre cytosolicky ribozomalny protein S14. Ide o dominantny selektivny marker
(Nelson et al., 1994). Do tejto skupiny markerov patria aj mnohé dalSie gény, napr.
bakterialny gémptll nesuci rezistenciu na aminoglykozidazové antibiotékadA gén
E.coli kodujici aminoglykozid adenin transferdzu, umoZzfiujicu rezistenciu na
spektinomycin a streptomycin (Cerutti et al., 1997) atd’. Pocet tychto markerov sa vSak

esSte urcite zvysi, pretoze v tejto oblasti prebiehaji intenzivne vyskumy.

2.2 Metody na zavedenie DNA do jadrového genomu
C. reinhardtii

Dodnes boli vyvinuté tri rozne metody na transform&Ziueinhardtii z ktorych kazda
ma svoje vyhody i nevyhody (Kindle, 1998).
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2.2.1 Bombardovanie

Uginna transformacia bola pri riasachpo prvykrat opisana pri vyuZiti bombardovania
pomocou wolframovych partikal (Debuchy et al., 1989; Kindle et al., 1989; Mayfield
a Kindle, 1990). Pri tejto metdde je DNA precipitovana na povrch malych partikdl
(najcastejsie wolframovych) a pod tlakom vystrelena na bunky na povrchu Petriho misky.
Pomocou bombardovania je mozné ziskat' az 200 transformantov na Petriho misku
(priblizne 3 x 107 (Kindle et al., 1989). Tato metdda je vhodna na transformaciu buniek
C. reinhardtiis neporusenou bunkovou stenou a preto sa vel'mi ¢asto pouziva a to nielen

pri transform@cii jadrového, ale i chloroplastového a mitochondrialneho genému.

2.2.2 Elektroporacia

Elektroporacia je metdda, pri ktorej sa exogénna DNA vnesie do jadra pomocou
elektrického vyboja. Umoznuje transformovat’ aj bunky s bunkovou stenou (Brown et al.,

1991). Povodne nizka transformacna ucinnost (107 /bunku) sa v stéasnosti vd'aka
optimalizécii transformacnych podmienok (osmolarita transformacného média, teplota,
koncentracia pDNA, intenzita elektrického pol'a) zvysila az na 2,5 x 10™/bunku, resp.

2x10 transformantov/pg DNA (Tang et al., 1995; Shimogawara et al., 1998).

2.2.3 Transformacia pomocou sklenenych guliciek

Pri tejto metdéde sa recipientné bunky vortexuju (pretrepavaju) v pritomnosti DNA,
sklenenych guli¢iek a polyetylénglykolu (Kindle, 1990). Jednoduchost’ a u€innost’ tejto
procedury, rovnako ako fakt, ze nevyzaduje Ziadne Specidlne laboratérne vybavenie (na
rozdiel od predchadzajicich metdd), robia tito metddu vel'mi obl'ibenou. Nevyhodou je
vSak skuto€nost, ze takto mozno transformovat’ len bunky, ktoré nemaji bunkovu stenu

cw mutanty). U¢innost’ tejto metddy je priblizne 10° transformanto g DNA, resp. 1¢
) Y]
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-10°/bunku (Kindle, 1990). Aby bolo moZné transformovat’ aj bunky s bunkovou stenou,
sklenené¢ gulicky sa nahradili silikonovymi karbidovymi vlaknami a Uc¢innost

transforméacie bola 10- 10%bunku(Dunahay, 1993).



Kapitola 3

Ciele dizertacnej prace

Cielom tejto dizertanej prace bolo na zaklade molekuldrnej, mutacnej a genetickej
analyzy prispiet k rozSireniu zbierky charakterizovanych mutantov C. reinhardtii ako
zdkladného predpokladu pre Stadium a pochopenie reparacnych procesov
fotoautotrofnych organizmov. Pri analyze mutantov sme sa zamerali na nasledovné

otazky:

« Stadiom kriviek davka-efekt a mutaénou analyzou sme sledovali fenotypovy prejav
reparacne-deficitnych mutantov C. reinhardtiipo pdsobeni fyzikalnych a chemickych
agensov (ionizujuceho Ziarenia a MNNG).

» Pomocou genetickej analyzyne urcovali, ¢i sa jedna o mutacie v réznych génoch
(alelizmus mutantov).

 Pomocou molekularnej analyzy sme sledovali exciziu pyrimidinovych dimérov pri
mutantoch zbierky.

e Zistovali sme, ¢i reparano-deficitné kmene patria do skupiny, do ktorej boli
predbezne zaradené.

e Zistovali sme pravdepodobnu ulohu UVS11génu v regulacii bunkového cyklu a jeho

vplyv na opravné procesy v bunke. Vramci tohto ciel’a sme sa zamerali na:

45
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1. Porovnanie repara¢nej schopnosti mutantov rad9 S. cerevisiaauvsll C. reinhardtii
po posobeni UV-, X-ziarenia a MMS bez zastavenia bunkového cyklu a po zastaveni
bunkového cyklu mikrotubulovym jedom metyl benzimidazol 2-yl- karbaméatom
(MBC).

2. Determinovanie morfologie buniek mutant@ad9 a uvsl1po posobeni ionizujuceho
ziarenia, bez ovplyvnenia MBC a po ovplyvneni MBC, pomocou optickych a
fluorescen¢nych mikroskopickych metod.

3. Sledovanie moznej analdgie funkcie RAD9 génu pri kvasinkach BVS1lgénu pri
riasach.

+ Pokusili sme sa uskuto¢nit’ ispe$nt transformaciu jadrového genomu C. reinhardtii.



Kapitola 4

Material a metody

4.1 Pouzité kmene

V experimentoch sme pracovali s nasledovnymi kmefimi:

» Chlamydomonas reinhardtii

Kmen Genotyp Zdroj
W1 137C mt R. Matagne, University Liege, Belgicko
uvs9 uvs9 nit G.D. Small, Univ. of South Dakota, USA
uvs10 uvs10 mt Katedra genetiky, PriF UK Bratislava
uvsll uvslimt Katedra genetiky, PriF UK Bratislava
uvsl2 uvs12 mt Katedra genetiky, PriF UK Bratislava
uvs13 uvs13 mt Katedra genetiky, PriF UK Bratislava
uvsl4 uvsl4 mt Katedra genetiky, PriF UK Bratislava
uvs15 uvs15 mt Katedra genetiky, PriF UK Bratislava
uvsgl uvsel mt E. Harris, Duke University, USA
uvs351 uvs351mt Katedra genetiky, PriF UK Bratislava
uvs371 uvs371mt Katedra genetiky, PriF UK Bratislava
uvsllarg7 uvsll arg7-8 int| Katedra genetiky, PriF UK Bratislava
cwl5:arg7 cw15 arg7-8 mt | 1.D. Rochaix, Univ. of Geneva, Svajéiarsko
cc51 arg7 mt E. Harris, Duke University, USA
cc620 wt mt J.D. Rochaix, Univ. of Geneva, gvajéiarsko
cc621 wt mit J.D. Rochaix, Univ. of Geneva, gvajéiarsko
Tab. 4.1
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e Saccharomyces cerevisiae

Kmen Genotyp Zdroj
Wit MATa leu?2 trplura3 his2 lys1-1
rad9 MATa leu2 trplura3 his2 lysl-1 | Institut Curie, Paris,
rad9::URA3 Prof. Fabre
Tab. 4.2

» Escherichia coli

Kmen Genotyp Zdroj

XL1-Blue RecAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44.D.Rochaix,
relAl lacF” proAB laclg ZM15 Tn10 (Tet') | Univ. of Geneva

DH35-a F end Al hsdR17 recAl supE44 thi-1A- J.D. Rochaix,
A(lacZY A-argF) U169¢ 80lacZAM15 Univ. of Geneva

Tab. 4.3

4.2 Kultivaéné média

4.2.1 Média pouzité na kultivaciu rias

e TAP médium

Beijerinckov roztok pre TAP 50 mi
Tris—acetatovy roztok 3,75 ml
Roztok fosfore¢nanov 25 ml
Stopoveé prvky 1mi
Agar pre pevné meédium 159

Doplnit’ vodou do 1000 ml

Pri priprave bezdusikattho TAP média (TAP-N) sme pouzili Beijerinckov roztok,
v ktorom je NHCI nahradené KCI v rovnakom mnozZstve.
Pri kultivicii buniek deficitnych v syntéze argininu sme do TAP média pridali 40 pg

argininu na 1 ml pédy.
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* YA médium

Beijerinckov roztok | 50 ml
Roztok fosfore¢nanov 50 ml
Stopoveé prvky 1mi
Acetat sodny 129
Kvasni¢ny extrakt 49
Agar pre pevné media 159

Doplnit’ vodou do 1000 ml

e HSA médium

Beijerinckov roztok | 50 ml
Roztok fosforecnanov 50 ml
Stopové prvky 1ml
Acetat sodny 129
Agar pre pevné media 159

Doplnit’ vodou do 1000 ml

e HSA1 médium

Beijerinckov roztok | 5ml
Beijerinckov roztok Il 45 ml
Roztok fosfore¢nanov 50 ml
Acetét sodny 129
Agar pre pevné media 159

Doplnit’ vodou do 1000 ml

e HSA2 médium

Beijerinckov roztok Il 10 mi

Roztok fosfore¢nanov 10 ml
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Acetat sodny 0,24 g
Agar pre pevné media 159
Doplnit’ vodou do 1000 ml

e HSZ médium

Beijerinckov roztok | 25 ml
Beijerinckov roztok Il 25 ml
Roztok fosfore¢nanov 50 ml

Agar pre pevné media 40 g

Doplnit’ vodou do 1000 ml

Médium sa sterilizuje 20 min pri 120 °C a tlaku 120 kPa. Po 24 hod sa sterilizuje
druhykréat a v pripade pevného média sa sterilne rozlieva do misiek.
Pri mutacnej analyze sme ako selektivne médium pouzili HSA médium s pridanim

streptomycinu (10Qg/ml média).
Roztoky pouzité na pripravu médii:
» Beijerinckov roztok | (kompletny) NKCI 10 g rozpustit’ v 450 ml H,O

MgSQ.7 HO 0,7 g
CaCh.2 HO 0,2 grozpustit’ v 450 ml H,O

» Beijerinckov roztok Il (bez dusika)

z kompletného Beijerinckovho roztoku sa vynech&GIH

» Beijerinckov roztok pre TAP médium  NBI 8¢
CaCb.2 H,O 19
MgSQ..7 H,O 29

doplnit’ do 1000 ml destilovanou vodou
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* TRIS — acetatovy zasobny roztok Tris 48,4 g

ladova kys. octova 20 ml

doplnit’ do 1000 ml destilovanou vodou

e Roztok fosfore¢nanov, pH 6.8 KoHPOy 28,89
KH,PO, 14,4 g
H-O 1000 ml

doplnit’ do 1000 ml destilovanou vodou

e Stopové prvky (Hutner, 1950) EDTA 50g /250 mH
ZnSQ.4 H,0 22 g /100 ml kO
H3BO3 11,4 g /200 ml KO
MnCl,.4 H,O 519/ 50 ml LD
FeSQ.7 H,0 509/ 50 ml LD
CoChL.6 H,0O 1,6 g/ 50 ml kO
CusQ. 5H,0 1,6 g/ 50 ml kO

(NH4)gM070,4.4 HO 1,1g/ 50 ml bD

Priprava Rozpustit’ jednotlivé komponenty v prislusnom mnozstve vody. Vsetky roztoky
okrem EDTA zliat' a povarit. Nasledne pridat EDTA, pricom celd zmes by mala
nadobudnut’ zelent farbu. Ochladit’ na 70 °C a pridanim 70 — 80 ml horticeho roztoku
KOH (20 %) upravit’ pH na 6,7. Roztok doplnit’ do kone¢ného objemu 1 liter a nechat’
vo fTasi s vatovou zatkou na 1 — 2 tyzdne dozriet. Po uplynuti tohto Casu sa zelena farba
zmeni na fialova. V pripade, Ze sa vytvori v roztoku usadenina, odstranime ju filtraciou
cez 2 vrstvy Whatman |.

Poznamky: Kalibracia pH metra pufrom sa robi tiez pri 70 °C.

Na Upravu pthepouzivat’ NaOH.

VSsetky roztoky sme uchovavali v chladnicke pri 4 °C.
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4.2.2 Média pouzité na kultivaciu kvasiniek S. cerevisiae

* YPD médium: kvasni¢ny extrakt 109
Pepton 209
Glukéza (20 % roztok) 100 ml
Agar 209

Doplnit’ vodou do 1000 ml

4.2.3 Média pouzité na kultivaciu baktérii E. coli

e LB médium: kvasni¢ny extrakt 50
Trypton 109
NacCl 59
Agar 209

Doplnit’ vodou do 1000 ml

Do selekénych LB médii sme pridavali ampicilin v koncentracii 0,1 mg/ml.

4.3 Pouzité mutagény

Ako zdroj UV Ziarenia sme pouzili 30 W Ziarivku TUV Phillips, ktord emituje 97 %
lacov s vlnovou dizkou 253,7 nm. Intenzita Ziarenia bola 5 J m?Zst

Ako chemicky mutagén sme pouzili N-metyl-N’-nitro-N-nitrézoguanidin
(MNNG) a metyl-metan-sulfonat (MMS).

Ako zdroj X-Ziarenia sme pouzili rontgenovu trubicu pracujicu v reZime 320kV a

10 mA s prikonom 18,06 krad‘h

4.4 Radioaktivne znacené chemikalie

[ 2-3H ] — adenin so $pecifickou aktivitou 23 Ci/mmol (Amersham)
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4.5 Plazmid puzity na transformaciu

Na transformaciu buniek. reinhardtii sme pouzili plazmid pARG7-8 phi3 (11,944 kb)

(Obr. 4.1) ziskany z Oddelenia molekularnej biologie, Univerzity v Zeneve (selekény

marker: rezistencia na ampicilin).

pARG7.8 phi3
11944 bp

Pstl 293¢

Bgll 9187_

Nrul 8996 _
Bgll 8953

Sall 8675

Bgll 3235

Pstl 3611
\_‘

Hpal 3854
Pstl 4214
Hpal 4247
Ncol 4325

BglI 8300
Pstl 8083
Pstl 7859

Sall 7367
Pstl 6263
Bell 6226 Kpnl 6021

Obr. 4.1 Schémalazmidu pARG7-8 phi3 pouZzitého na transformaciu buniek C. reinhardtii. Plazmid

skonStruoval Saul Purton.

4.6 Stanovenie prezivania a mutability reparacne-deficitnych
kmenov Chlamydomonas reinhardtipo pésobeni
UV-ziarenia, MMS a X-Ziarenia

4.6.1 Priprava buniek na ovplyviiovanie mutagénmi

1. Priprava buniek zacala prenesenim buniek na HSA médium, na ktorom rastli 6 az 7

dni pri svetelnom rezime 12 h svetlo /12 h tma.
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2. Potom sme bunky naockovali do tekutého HSA média, v ktorom sme ich nechali rast’
3 dni.

3. Rozrastena kultiru sme scentrifugovali (5 min, 2500 ot./min, RT), rozsuspendovali
v destilovanej vode. Bunky v kultire sme spocitali pomocou Biirkerovej komorky
s pouzitim svetelného mikroskopu. Takto pripravent kultiru sme ovplyviovali

mutagéenmi.

4.6.2 Zastavenie bunkoveho cykIuC. reinhardtii pomocou MBC

4. Dvojdiova kultiru sme na konci svetelnej periody rozdelili na dve Ccasti,
scentrifugovali (5 min, 3000 ot./min, RT) a rozsuspendovali v rovhakom objeme HSA
média.

5. Do jednej casti sme pridali MBC (zasobny roztok 30 mg/ml DMSO), tak aby
vyslednd koncentracia MBC v médiu bola 3@§ml. Kultury sme nechali rast’ na
svetelnej polici d’alSich 12 hodin.

6. Bunky sme scentrifugovali (5 min, 3000 ot./min., RT), rozsuspendovali v prisluShom
objeme vody a do kultary, ktor4 bola synchronizovana a zabblokovana v G2 faze

pomocou MBC, sme opét’ pridali MBC v povodnej koncentrécii.

4.6.3 Ovplyvnenie buniekC. reinhardtii mutagénmi

7. Pri sledovani vplyvu UV ziarenia sme pripravenU kultdru rozdelili do
5 umelohmotnych Petriho misiek po 3 ml a ovplyviiovali UV 254 nm dévkami 50,
100, 150 a 200 Jf Po oziareni sme nechali bunky inkubovat’ 1 hodinu s MBC
v tme, aby sme zabranili fotoreaktivacii.

8. Pri sledovani vplyvu MMS sme pripravenua kulttru rozdelili do 5 skimaviek po 2 ml
a pridavali sme MMS (10% zé&sobny roztok) do vyslednej koncentracie 0,1; 0,2; 0,3
a 0,4 %. Kultiry sme ovplyviiovali 1 hodinu v tme na trepacke. Po ukonceni

ovplyviiovania sme kultiru scentrifugovali a premytim zbavili zvySkov mutagénu.
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9. Pri sledovani vplyvu MNNG sme pripravenu kultaru rozdelili do 4 skimaviek
po 2 ml. Pouzili sme tri koncentracie MNNG (zasobny roztok 4 mg MNNG v 1 ml
5% DMSO) — 50, 100 a 200 pg/ml a jednu kontrolu (5% DMSO bez MNNG).
Kultary sme ovplyviiovali 30 minat v tme na trepacke. Po ukonceni ovplyviiovania
sme kultaru scentrifugovali a premytim zbavili zvySkov mutagénu.

10.Pri  sledovani vplyvu X-ziarenia sme pripraveni kultiru rozdelili do
3 umelohmotnych sktimaviek a ovplyviiovali davkami 4,5 a 9 krad.

11.Po ukonceni ovplyvitovania sme bunky scentrifugovali, premyli v destilovanej vode,
aby sme odstranili MBC, nariedili na potrebnu hustotu (75 000 — 100 000 buniek na
pevné HSA médium pri hodnoteni preZivania a 3-9 x 10° buniek na pevné HSA
médium so streptomycinom pri hodnoteni mutability) a vysievali na pevné HSA
médium.

12.Petriho misky sme kultivovali 5 az 7 dni (stanovenie prezivania), resp. 21 dni

(stanovenie mutability) na svetelnej polici.

4.6.4 Stanovenie preZivania

13. Prezivanie buniek sme hodnotili mikroskopicky. Osobitne sme hodnotili odumieranie
buniek pred a po rozdeleni. Pri kazdom pokuse a kazdom variante sme hodnotili
asponl 2 Petriho misky, na kazdej aspon 250 kolonii. Kazdy experiment sme opakovali

minimalne trikrat.

4.6.5 Stanovenie mutability

14.Petriho misky sme kultivovali 3 tyZdne na svetelnej polici. Po troch tyzdiioch sme
robili vizudlne hodnotenie spocitanim vyrastenych kolonii na platniach

so streptomycinom.
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4.7 Stanovenie preZivania buniek S. cerevisiag@o pésobeni
UV-ziarenia, MMS a X-Ziarenia

4.7.1 Priprava buniek na ovplyviiovanie mutagénmi

1. Bunky sme naockovali do 100 ml tekut¢ho YPD média a nechali rast az do
dosiahnutia exponencialnej fazy (18-20 hodin). V exponencialnej faze rastu malo 90
% vSetkych kvasinkovych buniek pri mikroskopickom hodnoteni typicky cinkovity
tvar pozostavajuci z dvoch nerozdelenych, rovnako velkych buniek.

2. Bunky sme scentrifugovali ( 5 min, 3500 ot./min, RT) a rozsuspenovali v YPD
médiu.

3. Kultury sme rozdelili na dve ¢€asti (po 50 ml), do jednej sme pridali MBC (zasobny
roztok 10 mg/ml) tak, aby vysledna koncetracia bola 1 %. Takto pripravena kulttru
sme kultivovali 3 hodiny na trepacke (Weinert a Hartwell, 1990).

4. Kultary sme scentrifugovali, premyli vodou a spocitali. Pre ovplyviiovanie buniek
MMS sme kultary rozsuspendovali v 10 ml fosfitového pufru, ktory udrZiava
optimalne pH po aplikdcii MMS. Kultary ovplyviiované¢ UV- a X-Ziarenim sme
rozsuspendovali v sterilnej vode. Do predovplyvnenych kultar sme opét’ pridali MBC

v rovnakej koncentracii.

4.7.2 Ovplyvnenie buniekS. cerevisiaenutagénmi

5. Pri sledovani vplyvu UV ziarenia sme pripravend Kkultdru rozdelili do
4 umelohmotnych Petriho misiek po 3 ml a ovplyviiovali UV 254 nm dévkami 50,
100 a 150 J.ii Po oZiareni sme nechali bunky inkubovat’ 1 hodinu s MBC v tme,
aby sme zabranili fotoreaktivacii.

6. Pri sledovani vplyvu MMS sme pripravenu kultaru rozdelili do 5 skimaviek po 2 ml
a pridavali sme MMS (10% zasobny roztok) do vyslednej koncentracie 0,05; 0,1; 0,2
a 0,3 %. Vzorky sme ovplyviiovali 1 hodinu na trepacke. Po ukonceni ovplyvilovania

sme kultaru scentrifugovali a premytim zbavili zvySkov mutagénu.
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7. Pri sledovani vplyvu X-ziarenia sme pripravenu kultGru rozdelili do
3 umelohmotnych sktimaviek a ovplyviiovali davkami 4,5 a 9 krad.

8. Po skonceni ovplyviiovania sme bunky scentrifugovali (5 min, 35000t./min, RT),
premytim v sterilnej destilovanej vode odstranili MBC, nariedili na potrebna hustotu
a vysievali.

9. Petriho misky sme kultivovali 3 dni pri 29 °C.

10.Pocet narastenych kolonii sme hodnotili pomocou laserového pocitaca Artek —

Counter M880.

4.8 Geneticka analyzaC. reinhardtii

4.8.1 Rekombinaéna analyza

1. Priprava buniek pre krizenie zacala prenesenim buniek na YA médium, na ktorom
rastli 6 az 7 dni. Potom sme bunky preniesli na HSA pddu s 1/10 obsahom dusika
v porovnani so Standardnou pddou, na ktorej bunky rastli 48 hodin.

2. Po dvoch dnoch kultivacie na HAS s 1/10 obsahom dusika sme bunky preniesli do
Erlenmayerovych baniek s tekutou pddou bez dusika, ktora bola péatkrat zriedena.
V tejto péde sme ponechali bunky 5 hodin. Potom sme preverili krizenie kmenov
zmieSanim vzoriek opozitnych pohlavnych typov na podloznom sklicku. Ak sa
nekrizili, kultivovali sme bunky v tejto pode d’alSie 2 aZz 3 hodiny.

3. Ak sa bunky krizili, zmieSali sme odpovedajuce mnozstva opozitnych pohlavnych
typov a ponechali v skimavke na svetelnej polici 0,5 az 1 hodinu. Potom sme 0,5 ml
kriziacich sa buniek vysievali na HS pddu so 4% agarom a polovicnym obsahom
dusika a kultivovali na svetle priblizne 20 hodin (nie vSak viac ako 24). Potom sme
misky zabalili do alobalu a kultivovali v tme 6 az 7 dni.

4. Po ukonceni kultivacie v tme sme zygoty preniesli a roztiahli na YA médiu

a kultivovali 16 az 20 hodin, aby prebehla meioza.
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5. Pri prenose zyg6t mohlo dojst’ aj k prenosu vegetativnych buniek, preto sme platitu
s roztiahnutymi zygotami vystavili na 30 sec ufinkom par chloroformu, ktory
inaktivuje vegetativne bunky.

6. Haploidné produkty zvotaschopnych zygét sme potom sklenou ihlou roztahovali
pozdiz vopred Ziletkou vyznaGenych zvislych &iar na vzdialenost’ zorného pola lupy.

7. Vyrastené kol6nie sme preniesli do replikatora. Pripravili sme tak suspenzie
jednotlivych kolonii, ktoré sme preniesli na 4 YA platne. Jednu sme pouzili ako
kontrolny variant a ostatné sme oziarili davkami 25, 50 a 100 J.m UV Ziarenia. UV
citlovost’ sme hodnotili vizudlne porovnanim oziarenych variantov s neoziarenymi

variantami s neoziarenou kontrolou.

4.8.2 Analyza na urovni zygot

1. az 5. bod st rovnaké ako pri rekombinacnej analyze.

6. Zygoty sme nechali rozrast’ a z vyrastenych kolonii sme pripravili suspenziu buniek,
ktort sme potom vysievali na YA platne v podobe Ciar.

7. Polovicu YA platne s vysiatymi bunkami sme zakryli kovovou dostickou (sluzila ako
kontrola) a druhti polovicu sme ovplyvnili UV ziarenim davkami 20 az 30 sec.
Vystiepovanie Standardného typu sme opédt hodnotili vizudlnym porovnanim

s neoziarenou kontrolou.

4.9 Stanovenie excizie pyrimidinovych dimérov po pésobeni
UV ziarenia

Vystiepovanie pyrimdinovych dimérov sme stanovili podla Smalla a Greimannovej
(1977). Na monitorovanie pritomnosti pyrimidinovych dimérov sme pouzili UV

Specifickl endonukledzu, ktoré Stiepi DNA v miestach pyrimidinovych dimérov.
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Priprava kmenov:

1. Do 12 ml tekutého TAP média sme naockovali bunky C. reinhardtiis koncentraciou
5.10 buniek/ml média.

2. Do kultary sme pridali radioaktivne znaceny adenin tak, aby vysledna koncentracia
bola 3 mCi /ml.

3. Kultiru sme kultivovali dva dni na trepackach na svetelnej polici do vyslednej

koncentracie minimalne 1.36uniek/ml média.

1.den

OzZiarenie buniek:

4. Dvojdiiova kultaru sme ovplyvnili UV Ziarenim davkou 50 J.m™? v Petriho miske

S priemerom 15 cm.

5. Polovicu kultiry (6 ml) sme hned” po oZiareni preniesli do Erlenmayerovej banky
a inkubovali 24 hodin na trepacke v tme (aby sme zabranili fotoaktivacii). Po 24

hodinach sme s tymito vzorkami pokracovali v postupe od bodu €. 6.

Extrakcia DNA:

6. Druhu polovicu kultary (6 ml) sme scentrifugovali (15 min, 3700 ot./min, RT)
a premyli 5 ml 0,15 mol.dMEDTA, pH 8,0.

7. Po premyti sme vzorky preniesli do sterilnych mikrocenrifuga¢nych (Eppendorfovych)
skimaviek pridanim 0,4 mol.dinTric-HCI-1% SDS - 0,1 mol.diNaCl, pH 9,0.

8. Vzorky sme nechali stat’ 25 minut pri izbovej teplote.

9. Extrakciu DNA sme urobili pridanim 0,4 ml zmesi fenol:chloroform:izoamylalkohol
v pomere 25:24:1 (podl'a Molecular cloning: A laboratory manual, Sambrook et al., 1989)
a obsah skimaviek sme opatrne premiesali.

10. Zmes sme centrifugovali (3 min, 1600 ot./min, RT).

11. Vrchnt vodnt fazu sme preniesli automatickou pipetou so zastrihnutou $pickou (aby

sme zabranili mechanickému poskodeniu DNA) do ¢istej Eppendorfovej skimavky.

12. Zopakovali sme fenolovu extrakciu podl'a bodov 9-10.

13. K ziskanej vodnej faze sme pridali rovnaky objem chloroformu a vzorku sme opit’

centrifugovali (3 min, 1600 ot./min, RT).
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14. Vrchnu fazu s extrahovanou DNA sme opatrne preniesli do vopred pripravenych
dialyzaénych hadiiek (pozri Priprava dialyzaénych hadiciek) a nechali na mieSacke
dialyzovat’ cez noc v 1 litri roztoku 0,05 mol.dm™ TrisHCI - 0,1 nmol.dni EDTA, pH

7,5 v chladiacom boxe.

2.den
Stiepenie izolovanej DNA UV 3pecifickou endonukleazou:
15. Z kazdej vzorky po dialyze sme pripravili dva varianty:
I. DNA bez UV endonukleazy
[I. DNA 1 + 10 ml UV endonukleaazy.
16. Do kazdého variantu sme pridali 50 ml 0,1 mol.dm™ NaCl.

17. Vzorky sme nechali inkubovat’ 30 min. na vodnom kupeli s teplotou 37 °C.

Centrifugacia DNA v sachar6zovom gradiente

18. Na pripraveny sachar6zovy gradient (pozri priprava sachardézového gradientu) sme
naniesli 10Qul 1 mol.dm® NaOH a 11Qul inkubovanej zmesi. Vzorky sme pri nanasani
nechali stekat’ po stene centrifugacnej skimavky.

19. Nanesené objemy sme opatrne premiesali Spendlikom a nechali stdt’ 10 mintt pri

izbovej teplote.

20. Vzorky sme centrifugovali 150 minut pri 30000 ot./min pri teplote 20°C. Po skonceni

centrifligacie sme na zastavenie rotora pouzili brzdu.

Rozkvapkanie gradientov a hydrolyza RNA:

21. Po centrifugacii sme jednotlivé gradienty rozkvapkali v intrervaloch 10 sec. do
Eppendorfovych skiimaviek (z kazdého gradientu sme ziskali priblizne 20 frakeit).

22. Do kazdej frakcie pridali 0,4 ml 1 mol.dm™ NaOH.

23. Skimavky s jednotlivymi frakciami sme nechali inkubovat’ cez noc na vodnom kupeli

s teplotou 37 °C, aby prebehla hydrolyza RNA.
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3.den

Zastavenie hydrolyzy a filtracia

24. Do skumaviek s jednotlivymi frakciami sme pridali $0 calf-thymus DNA
(2mg/ml).

25. Hydrolyzu sme zastavili pridanim rovnakého objemu 20% TCA (0,8 ml).

26. Vzorky sme prefiltrovali cez filtre (glass fiber filter, priemer 2,4 cm, Whatman),

premyté v roztoku adeninu (5@/ml).

Premyvanie filtrov a meranie radioaktivity:

28. Po filtracii sme filtre premyvali dvakrat 10 min v studenej 10% TCA, jedenkrat 10
min v 80% etanole a jedenkrat 10 min v aceténe.

29. Vysusené filtre sme vkladali do scintilacnych flasticiek s 5 ml toluénovej scintila¢ne;j
tekutiny (SLT).

30. Aktivitu vzoriek sme merali na scintilatnom pristroji Beckman na Ustave

molekularnej bioldgie SAV.

Zlozenie toluénovej scintila¢nej tekutiny (SLT):

PPO 59
POPOP 67 mg
toluén 1000 ml

Priprava dialyzacnych hadiciek:

1. Hadi¢ky sme nastrihali do vhodnej dizky (asi 10 cm).

2. Nastrihané hadi¢ky sme varili 10 min vo velkom objeme 2% NAHCOs; 1 nmol.dn?
EDTA.

3. Hadic¢ky sme preplachli v destilovanej vode a opit’ varili 10 min v destilovanej vode.

4. Hadicky sme nechali vychladnat’ a uchovavali pri 5 °C ponorené v destilovanej vode.
5. Pred pouzitim sme hadicky preplachli destilovanou vodou. Vzdy sme pracovali

v rukaviciach.
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Priprava sacharézového gradientu:

Na pripravu sachar6zového gradientu sme pripravili nasledovné roztoky:

A) 25 ml 10% sacharézy

B) 25 ml 40% sachar6zy

C) 50 ml 1 mol.drif EDTA - 0,4 mol.dri? NaOH.

ZmieSali sme 25 ml roztoku A s 25 ml roztoku C a 25 ml roztoku B s 25 ml roztoku C.
Ziskali sme tak 5% a 20% roztok sacharo6zy.

Jeden gradient obsahoval 4,8 ml. My sme pripravovali 3 gradienty sucasne. Na pripravu

3 gradientov sme napipetovali 7,2 ml 20% a 7,2 ml 5% roztoku sachar6zy do zmieSavace;
komorky. V kombrke s 20% sacharézou sme pustili mieSadlo a otvorili prietok medzi
komérkami s 20% a 5% sachardzou. Pri plneni skimaviek sachrdza stekala po stenach,

aby sa vytvoril gradient.

Izolacia UV endonukledzy z buniek M. luteus:

Enzym UV endonukledzu z baktéMicrococcus luteusme izolovali modifikovanou

metddou podla Carriera a Setlowa (1970).

1. 3 g suSenych buniel. luteus ATCC 4698 (Miles Laboratories, Inc., U.S.A.) sme
rozsuspendovali v 100 ml 10 mM Tris.Cl, pH 8.0, rozotreli v homogenizatore
a centrifugovali v Beckman centrifGge (6000 ot./min., 15 min°CL5Supernatant
sme zliali a sedimentované bunky resuspendovali v 150 ml roztoku 0,2 M sacharoza,
10 mM Tris.Cl, pH 8.0. Po pridani 20 mg lyzozymu sa bunky inkubovali 30 min. pri
30°C a prudko schladili pridanim 125 ml sterilnej studenej vody za intenzivneho
mieSania - frakcia 1. Od tohto kroku sa uz vSetky nasledujuce operacie uskutoc¢novali
v 'adovom kupeli, resp. pri 0°C.

2. K frakcii | sme pridali v priebehu 30 minat za staleho mieSania 30 ml 10%
streptomycin sulfaitu a nechali miesat’ dalSich 30 minut. Po centrifugacii (8000
ot./min., £C, 30min.) sme zachytili supernatant - frakcia II.

3. Z frakcie II sa bielkoviny zrazali cez noc v chladnom boxe za staleho mieSania

pevnym siranom amonnym do 65 % nasytenia (128,79). Precipitat sa odcentrifugoval
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(14000 ot./min., 2C, 40 min.) a sediment sme resuspendovali v 25 ml roztoku 10 mM
TrisCl, ph 7.5, 1 mM B-merkaptoetanol, 5 % etylénglykol - frakcia IIl.

4., K frakcii III sme pridali 125 ml roztoku 10 mM Tris.Cl, pH 7.5, ImM B -
merkaptoetanol, 5% etylénglykol. Cely objem, t.j. 150 ml, sme naniesli na DEAE
kolonu (vid’ Priprava DEAE kolony) v chladnom boxe. Roztok 10 mM Tris.Cl, pH
7.5, 0,001 mM B - merkaptoetanol (600 ml) sme pouzili ako premyvaci pufor pocas
chromatografického delenia vzorky na koléne.

5. Po naneseni vzorky na koléonu sme zapli zberac frakcii (10 ml frakcie, 15 min.).
Pritomnost’ bielkovin v jednotlivych frakcidch sme zistovali farbenim podla
Bradforda. NajintenzivnejSie sfarbené frakcie sme vysolili s Jp8®, do 80 %
nasytenia (t.J. 561 g pevného siranu amonneho na 1000 ml) a nechali mieSat’ cez noc
pri 4°C.

6. Na druhy def sme po centrifugacii (8000 ot./min., 4 °C, 30 min.) sediment
resuspendovali v 1 ml pufru 50 mM Tris.Cl, pH 7.5, 1 mM B - merkaptoetanol, 10 %

etylénglykol. Takto izolovan( UV endonukledazu sme uchovavali pri teplotéC. 20

Na zaklade testovania aktivity endonukleazy sme uréili optimalnu davku 10 pl na jednu

vzorku.

Priprava DEAE kolény:

Na pripravu DEAE kolony sme pouzili cca 40 cm dlha sklenenu kolonu s priemerom

1,8 cm. Do jej spodnej Casti sme dali kusky silikonizovanej sklenej vaty. Néapln kolony
tvorila DEAE celul6za 32 (WHATMAN), ktord sme najskér rozpustili v 15-ndsobnom
objeme 0,5 N HCI, nechali mieSat’ 30 min0t pri laboratérnej teplote a potom premyvali

H,O, kym pH filtrdtu bolo cca 4,0. K DEAE celul6ze sme potom pridali 15-nasobny
objem 0,5 N NaOH, nechali miesat’ 30 mintt, prefiltrovali a eSte raz zopakovali s 0,5 N
NaOH. Po prefiltrovani sme celul6zu premyvali s roztokom 10 mM TrisCl, pH 7,5, kym
nemal filtrat priblizne neutralne pH. Na takto pripraveni DEAE koloénu sme naniesli

nami vyizolovanu vzorku.
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4.10 Fluorescen¢na mikroskopia

Metodu fluorescenénej mikroskopie sme vyuzili pri pozorovani u¢inku mikrotubulového

destabilizatora MBC na zablokovanie bunkového cyklu pri iaseinhardtii.

1. Z exponencialne rastucej kultary buniek (OD = 0,2 — 1,5) sme odobrali 1,5 ml vzorky
do eppendorfovych skamaviek a scentrifugovali ich (5 min, 4 500 g, RT). Po odsati
supernatantu sme bunkovy sediment fixovali pridanim zmesi formaldehyd : metanol
(1:1), pri teplote -2 na 20 min., &m zaroven doslo k odfarbeniu chlorofylu
(spbsobuje priméarnu fluorescenciu).

2. Suspenziu sme centrifugovalidaakrat premyli, sediment sme nechali zmrazit' cez
noc. Rano sme pridali 2% SDS na 15 min a nasledne dvakréat premyli vodou.

3. Pridali sme 10ul DAPI (1 pg/ml st. HO ) anechali posobit’ 30 min pri RT.
Pripravené preparaty sme hned’ pozorovali fluorescenénym mikroskopom.

4. Ak bunky neboli dostato¢ne zafarbené, nechali sme DAPI posobit’ cez noc pri 4°C
alebo sme pouzili vyssSiu koncentraciu (1,5 — 2 ug DAPI / ml st. HO).

4.11 Transformacia buniekC. reinhardtii

4.11.1 Izolacia plazmidovej DNA £. coli
(modifikovana podl'a Sambrook et al. (1989))

Baktérie sme naockovali do 100 ml LB média s ampicilinom a kultivovali cez noc pri
37°C na trepacke. Bunky sa sedimentuju centrifugaciou (3 min, 12 000 g, 4 °C). Sediment
sa premyje s 0,5 ml Cerstvého alkalického roztoku SDS (1%), po premieSani sa necha stat’
na 'ade minimalne 5 minut. Po inkub4acii sa prida 2,55 ml K-acetatu, opat’ dobre premiesa
a polozi na 'ad na 3 - 5 mint.
Po centrifugécii (5 minit, 12 000 g,°@) sa ziska supernatant, ktory prenesieme

do novej centrifugacnej skimavky. Tu sa prida zmes fenol:chloroform: izoamylalkohol
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(25:24:1) v pomere 1:1 a zmes premieSame, potom centrifugujeme (3 min, 12 000 g,
25° C). Vrchna vrstva sa precipituje s etanolom v pomere 1:2, po premiesani sa inkubuje
5 minut na Pade (-20 °C).

Precipitat sa centrifuguje (10 minat, 12 000 gC3, sediment sa premyje 70 %
etanolom a necha ususit. Ziskany preparat pDNA sa pred d’al§Sim pouzitim rozriedi

so sterilnou HO (2 ug/20pl H,0).
4.11.2 Stiepenie plazmidovej DNA restrikénou endonukleazou Ncol

Stiepenie prebieha v celkovom objeme (ll0: 1 pl pDNA (1 pl timivého roztoku,
1 pl restrikénej endonukleazy Ncol a sterilnou vodou sa doplni na vysledny objem 10 pl).
Reakéna zmes sa inkubuje 1 h pri 37° C. Stiepenie zastavime pridanimull STOP

roztoku. Takto pripravedné vzorky sa nasledne nanesu na gél.

4.11.3 Elektroforéza DNA

Na elektroforézu sme pouzili 1 % agarézovy gél v elektrédovom timivom roztoku TE.
Gél obsahoval etidium bromid v koncentracii Qg/ml. Pripravené vzorky sa naniesli
automatickou pipetou do jamiek gélu.

Elektroforéza prebiehala 3 h pri 60 V. DNA sa v géli vizualizuje pod UV svetlom

a zaznamenava fotografickym pristrojom.

4.11.4 1zolacia autolyzinu
(modifikované podl'a Buchanana a Shella, 1988)

Kmene CC620 /mit a CC621 /nit sme naockovali do 200 ml tekutého média TAP
a kultivovali na svetle 3 dni (do hustoty 5 - 7 x° 1Buniek/ml).Po kultivacii sme obe
kultiry scentrifugovali (5 minGt, 2500 ot./min, 2%C) a ziskané sedimenty sme
rozsuspendovali v 75 ml tekutej TAP bez dusika a kultivovali cez noc na trepackach na

svetelnej polici.
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Bunky sme zréatali v Burkerovej komorke a centrifugovali /5 minat, 2500 ot./min,
25°C/. Oba kmene sme osobitne rozsuspendovali v 10 mM roztoku Hepes, 1 mi CacCl
(pH 7,2), aby ich vysledna hustota bola 3 ¥ 1@uniek/ml. ZmieSali sme rovnaké
mnozstva (50 ml) CC620 a CC621 v Erlenmayerovej banke a nechali stat’ na svetelnej
polici 30 min. Po wuplynuti tejto doby sme skontrolovali priebeh krizenia pod
mikroskopom. Ak sa bunky nekrizili, nechali sme ich na svetelnej polici d’al§ich 30 min.

Ak sa bunky krizili, kultaru sme scentrifugovali (5 minuat, 2500 ot./min, 4° C/, ziskany
supernatant preniesli do Cistej centrifuganej skiimavky a centrifugovali /30 mintt,

15 000 ot./min, 4C/. Ziskany supernatant, ktory obsahoval autolyzin, sme prefiltrovali
cez glass-fiber filter (priemer pérov 0,4/).

Takto izolovany autolyzin sme preniesli do sterilnych mikrocentrifugaénych
skiimaviek a uskladnili pri — 2L. Autolyzin modZe byt rozmrazeny viac ako jeden-krat

a stéle si zachova svoju aktivitu.

Testovanie autolyzinu:

Do dvoch pripravenych mikrocentrifugaénych skimaviek napipetujeme

1. 10pl buniek z kultary ovplyvnenej autolyzinom
+ 40ul dest. HO
+ 50ul 1 % Triton X-100

2. 10 pl buniek z kultary ovplyvnenej autolyzinom
+ 40ul dest. HO
+ 50ul dest. HO

Ak je autolyzin ucinny, TritonX sposobi lyzu buniek v skiimavke 1., ¢o mdzme
pozorovat’ pomocou mikroskopu. V skumavke 2. pozorujeme okruhle bunky zbavené

bunkovej steny.
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4.11.5 Odstranenie bunkovej sten. reinhardtii pomocou autolyzinu

=

Bunky sme nechali rast’ v tekutom TAP médiu na svetelnej polici 3-4 dni.

Po spocitani buniek pomocou Biirkerovej komdrky sme kultiru scentrifugovali (5

min, 3000 ot./min, RT). Sediment sme rozsuspendovali v malom objeme TAP média
tak, aby po pridani autolyzinu bola vysledna koncentracid Butek/ml.

Pridali sme autolyzin (1 ml na 8. 1Buniek) a inkubovali minimalne 1 hodinu

na trepacke.

Po inkubacii sme mikroskopicky pozorovali odstranenie bunkovej steny. Ak doslo
k odstraneniu bunkovej steny, bunky zmenili tvar z vajcovitého na gul'ovity.

K suspenzii sme pridali tekut¢é TAP médium, scentrifugovali a rozsuspendovali opét’

v TAP médiu do Zelanej koncentracie potrebnej pre transformaciu.

4.11.6 Transformacia buniekC. reinhardtii

Narasten( kulttru buniek (2.96uniek/ml) sme scentrifugovali (5 min, 3000 ot./min,

RT). Supernatant sme odstranili a sediment premyli sterilnou vodou.

. Pred transformaciou buniek s neporuSenou bunkovou stenou sme najskér odstranili

bunkovu stenu podl'a postupu 4.12.5.

Po odstraneni bunkovej steny sme bunky rozsuspendovali v TAP médiu do vyslednej
koncentracie 1tuniek/ml.

Do vopred pripravenych sterilnych skiimaviek obsahujucich sklenené gulicky

(0,33 g/skumavka) sme napipetovali 100 pul 20% PEG 8000.

Do skumavky sme d’alej pridali 300 ul kultary a 10 ul DNA (1pg/10ul).

6. Nasledne sme kazdu skamavku vortexovali 15 sekiind a hned’ pridali 400 ul Tap

média. Po jemnom premieSani sme obsah skumavky rovnomerne vyliali na
pripravené Petriho misky.
Petriho misky sme potom prikryli alobalom a nechali vysusit. Po vysuseni sme misky

preniesli na svetelnu policu a kultivovali 1-3 tyzdne.



Kapitola 5

Vysledky

5.1 Letalny a mutagénny ucinok MNNG a X-Ziarenia na
reparacne-deficitné kmene C. reindhardtii

5.1.1 Prezivanie po posobeni MNNG a X-Ziarenia

Zakladnu charakteristiku o citlivosti reparacne deficitnych mutantov ziskame porovnanim
ich kriviek prezivania s prezivanim buniek Standardného typu. Prezivanie buniek zavisi
od ich citlivosti k danému agensu a percento prezivania sa stanovuje na zdklade poctu
vyrastenych kolonii z celkového poc¢tu hodnotenych buniek.

V grafoch a tabulkdch su uvedené priemerné hodnoty prepocitané¢ na 100 %
kontroluziskané z viacerych pokusov (minimalne tri pre kazdy kmen). V kazdom pokuse
a pri kazdej davke sme hodnotili dve Petriho misky, na kazdej minimalne 250 kolonii.
Samostatne sme hodnotili odumieranie buniek pred a po deleni. Vysledky hodnotenia
uc¢inku MNNG na prezivanie buniek Standardného kmena a reparacne-deficitnych
mutantov su zndzornené v grafoch 5.1 a 5.2 a v tabul’ke 5.1.

Z porovnania prezivania mutantov a Standardného kmena po posobeni MNNG
vyplyva, ze vSetky testované kmene su citlivejSie ako Standardny kmen. NajcitlivejSimi

spomedzi testovanych kmenov boli mutantné kmene uvsElauvs15

68
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Vysledky hodnotenia G¢inku X-ziarenia na prezivanie buniek Standardného kmena
a reparacne-deficitnych mutantov su zndzornené v grafoch 5.3 a 5.4 a v tabul’ke 5.2.

V pripade ovplyvnenia X-ziarenim je vac¢Sina mutantnych kmenov citlivejSia ako
Standardny typ. Vynimku tvori iba kmen uvsl2 Sporuchou exciznej reparacnej
drahyNajcitlivej$im spomedzi testovanych kmenov bol, podobne ako v pripade MNNG,
kmen uvsl5sdoteraz presne nedefinovanou poruchou reparaéného mechanizmu. Kmen
uvsEl sporuchou rekombina¢ného reparaéného mechanizmu, tiez vel'mi citlivo reagoval

na ovplyvnenie X-ziarenim.

Vysledky analyzy odumierania buniek pred apo rozdeleni su uvedené
v tabulkach 5.1 a 5.2. Analyzu sme robili na zaklade mikroskopického hodnotenia
odumierania buniek. Morfologicky obraz hynutia buniek pred (jedna odumretd bunka)
apo (mikrokolonia mftvych buniek) rozdeleni vyjadruje schopnost’ bunky vysporiadat’ sa
Ssposkodenim DNA po pdsobeni mutagénu. Umoznuje tiez rozliSit’ pri¢iny odumierania
buniek. Odumieranie buniek pred delenim moze byt spdsobené cytotoxickym pdsobenim
pouzité¢ho mutagénu, zatial’¢o odumieranie po rozdeleni je prevaznou mierou zapri¢inené

poskodenim genetického materidlu bunky.

Z uvedenych vysledkov vyplyva, Ze pomerné zastupenie odumierania pred a po
rozdeleni v zavislosti na davke MNNG ma podobny priebeh pri Standardnom kmeni
i UV-citlivych mutantov, pricom pri vSetkych kmenoch odumiera vicsia ¢ast’ buniek
pred rozdelenim, pravdepodobne vplyvom cytotoxického t€¢inku MNNG (Tab. 5.1). Inak
je tomu vpripade X-ziarenia (Tab. 5.2), kedy pri rekombina¢ne-deficitnych mutantoch
uvsl a uvsl0 a mutantochuvsl3 a uvsl4 s doteraz nedefinovanou poruchou
reparaéného mechanizmu, stipa v porovnani s kontrolou zastupenie buniek odumretych
po deleni. Vynimku tvoria kmene s poruchou excizneho mechanizsiia uvsls pri
ktorych odumiera vicSia Cast’ buniek pred rozdelenim, podobne ako pri Standardnom

kmeni.
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Kmeri Koncentracia PrezZivanie Zastupenie buniek Zastupenie buniek
MNNG (ug/mi) odumretych pred odumretych po

delenim zo vsetkych deleni zo vsetkych
odumretych buniek odumretych buniek

K 100 83,82 16,18

w1 50 30,67 64,98 35,02
100 20,65 67,40 32,6

200 14,42 80,19 19,81

K 100 81,45 18,55

uvs9 50 31,47 62,67 37,33
100 14,07 64,08 35,92

200 6,8 75,04 24,96

K 100 85,62 14,38

uvsl3 50 33,23 58,56 41,44
100 18,66 68,27 31,73

200 5,019 81,88 18,12

K 100 71,15 28,85

uvsls 50 10,38 58,89 41,11
100 2,47 69,85 30,15

200 0,7 75,66 24,34

K 100 83,08 16,92

uvsl 50 15,3 63,71 36,29
100 3,7 70,78 29,22

200 1,15 80,34 19,66

Tab.5.1 PreZivanie §tandardného kmenia W1 a repara¢ne-deficitnych mutantov C. reinhardtiipo pésobeni
MNNG prepocitané na 100 % kontrolu. Vysledky analyzy odumierania buniek pred a po deleni.
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Obr.5.1 Prezivanie §tandardného kmefia W1 a repara¢ne-deficitnych mutantov C. reinhardtii po pésobeni
MNNG.
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Obr. 5.2 Prezivanie §tandardného kmetia W1 a repara¢ne-deficitnych mutantov C. reinhardtii po pdsobeni
MNNG: (a) prezivanie Standardného kmefla W1 a mutanta uvsl3 s doteraz nedefinovanou poruchou
reparaéného mechaizmu (b) prezivanie $tandardného kmefia W1 a mutantov uvs9 a uvsl5s poruchou
exciznej opravy (c) prezivanie Standardného kmetia W1 a rekombina¢ne-deficitného kmeiia uvsg1l
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Kmeri Davka X-Ziarenia PreZivanie Zasttpenie buniek Zasttpenie buniek
eadihoo e,
odumretych buniek odumretych buniek

K 100 73,15 26,85

w1 4,5 66,6 57,36 42,64

9 47,36 60,29 39,71

18 16,29 54,16 45,84

27 3,765 55,29 44,71

K 100 76,0 24,0

uvs10 4,5 86,27 12,63 88,37
9 44,15 27,59 72,41

18 13,27 3,18 96,92

27 2,57 8,96 91,04

K 100 78,79 22,21

uvsi2 4,5 80,465 67,96 32,04
9 53,37 66,06 33,94

18 25,11 69,56 30,44

27 10,22 67,48 32,52

K 100 89,48 10,52

uvsi3 4,5 72,97 37,5 62,5
9 51,49 31,36 68,64

18 10,415 43,54 56,46

27 1,19 22,09 77,91

K 100 71,56 29,44

uvsls 4,5 78,38 47,1 52,9
9 56,64 12,73 87,27

18 19,14 4,61 95,39

27 8,3 1,6 98,4

K 100 78,27 21,73

uvsls 4,5 54,05 57,5 42,5
9 13,51 66,4 33,6

18 0 = -

27 0 5 -

K 100 70,81 29,19

uvsE1l 4,5 31,25 24,87 75,13
9 6,39 42,78 57,22

18 1,47 34,94 65,06

27 0,2 24,65 75,35

Tab.5.2 Prezivanie §tandardného kmetia W1 a repara¢ne-deficitnych mutantov C. reinhardtii po posobeni

X-Zziarenia prepoc¢itané na 100 % kontrolu. Vysledky analyzy odumierania buniek pred a po deleni.
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Obr. 5.3 Prezivanie Standardného kmeiia W1 a repara¢ne-deficitnych mutantov C. reinhardtiipo p6sobeni
X-Ziarenia.
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Obr.5.4 Prezivanie §tandardného kmeiia W1 a reparaéne-deficitnych mutantov C. reinhardtiipo pdsobeni
X-ziarenia: (a) prezivanie Standardného kmefia W1 a mutantov uvsl3a uvsl4ds doteraz nedefinovanou
poruchou reparaéného mechaizmu (b) prezivanie $tandardného kmeita W1 a mutantov uvsl2a uvsl5s
poruchou exciznej opravy (c) prezivanie Standardného kmetla W1 a rekombina¢ne-deficitnych kmeifiov
uvsElauvs10
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5.1.2 Mutabilita po posobeni MNNG a X-Ziarenia

Mutabilitu sme pri repara¢ne-deficitnych kmenoch hodnotili na zaklade vyskytu
mutaénych zmien veducich k rezistencii na streptomycin. Hodnotenie sme robili vizuélne
zratanim mutantnych koloénii. Frekvenciu mutacii je potrebné robit’ v kombindcii so
stanovenim percenta prezivania, pretoze frekvencia mutécii sa uréuje vzhl'adom k poctu
prezivajucich buniek. Vysledky hodnotenia mutaénych zmien po pdsobeni MNNG su
zhrnuté v Tab. 5.3 po pdsobeni X-Ziarenia v Tab. 5.4.

V pripade  MNNG sme zistili nizSiu frekvenciu vyskytu streptomycin
rezistentnych kolonii v porovnani so Standardnym typonkrpeiioch uvs9auvsls Pri

kmenoch uvs13auvsElsa mutabilita oproti Standardnému kmenu vyrazne nelisila.

Davka/ Wi uvs9 uvstel uvsl3 uvsis
Kmern

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 17,21
200 42,6 28,32 58,7 60,76 3,3

" davka sa udava yg/ml)

Tab. 5.3 Frekvencia priamych mutécii veducich k rezisteaaiireptomycin pri repara¢ne-deficitnych
kmetioch C. reinhardtiipo pésobeni MNNG (pocet mutantov na milién prezivajucich buniek).

V pripade X-Ziarenia sme zistili vys$$iu mutabilitu v porovnani so Standardnym
kmeniom pri rekombinac¢ne deficitnych kmenioch uvsElauvsl0a zvySenu aj pri kmeni
uvsl4 ktory sa javi ako zaujimavy mutanhiadiska hodnotenia mutability. Tento kmen
vykazuje tzv. mutétorovy fenotyp, t.j. zvySenu frekvenciu spontannych a indukovanych
mutacii (VI¢ek, 1997). Kmen uvsl5nemutoval vobec lamen uvsl2vykazoval znizenu
mutabilitu v porovnani so Standardnym typom.
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Davka /
kmeri W1 uvsEl uvsl0 uvsl?2  uvsl3  uvsl4 uvsls
K| 05 1,15 1,15 0,4 0,52 4,21 0
45| 4,6 37,9 20,06 0 5,8 11,86 0
9( 4,8 100,88 13,06 0,5 11,23 11,42 0
18| 2,5 37,3 7,5 0,5 7,95 5,35 0
27 0 3,04 2,33 0 4,85 3,6 0

" davka sa udava v krad

Tab.5.4 Frekvencia priamych mutacii veducich k rezistencii na streptomycin pri repara¢ne-deficitnych
kmeitioch C. reinhardtiipo posobeni X-ziarenia (po¢et mutantov na milién preZivajicich buniek).

Z hladiska prezivania po pdsobeni oboch pouzitych mutagénov (MNNG, X-
Ziarenie) sa ako najcitlivejsi javil kmen uvsl5s predpokladanou poruchou mutagénnej
opravy. Tento kmeni vykazoval aj velmi nizku (po pésobeni MNNG), resp. Ziadnu (po
posobeni X-ziarenia) indukovani mutabilitu. Kmen UvsSEL s poruchou rekombinaéného
mechanizmu, takisto citlivo reagova oba pouzité mutagény. Excizne deficitné kmene
(uvs9, uvslPnereagovali zvySenou citlivostou na pouzité mutagény, kmen uvsl2sa
dokonca javil rezistentnej§i vo¢i X-ziareniu ako Standardny kmen. Zaujimavé bolo
znizenie frekvencie priamych mutacii veducich k rezistencii na streptomycin po pésobeni
MNNG pri kmeniuvsQ Z hladiska mutability je takisto zaujimavym aj kmen uvsl4g

ktory vykazoval zvySent spontannu aj indukovanti mutabilitu po pdsobeni X-Ziarenia.

5.2 Vystiepovanie pyrimidinovych dimérov pri
reparacne-deficitnych mutantoch C. reinhardtii

Na sledovanie vystiepovania pyrimidinovych dimérov sme pouzili enzymaticki metddu
podla Small a Greinmann (1977). Radioaktivne zna¢eni DNA reparacne-deficitnych
kmenov C. reinhardtii sme po ovplyvneni UV ziarenim izolovali a Stiepili UV
Specifickou endonuklazou, Stiepiacou DNA prave v miestach pyrimidinovych dimérov.
Po izol4cii, Stiepeni a centrifugacii DNA v sachar6zovom gradiente sme merali mnozstvo

DNA v jednotlivych frakciach. Na zdklade grafického hodnotenia sme sledovali, ¢i po 24
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hodinach inkubéacie v tme dochadza k posunu z nizkomolekularnych frakcii DNA, ktoré
reprezentuju DNA s nevystiepenymi dimérmi, do vysokomolekularnych frakcii, t.j. DNA
s vyStiepenymi dimérmi.

Vysledky ziskané centrifugaciou Stiepenej DNA v hustotnych gradientoch su
zaznacené v grafoch 5.5 — 5.10. Pri kazdom kmeni sme izolovali DNA hned po
ovplyvneni UV ziarenim a po 24 hodinovej kultivacii v tme, aby sme zabrénili
fotoreaktivacii. Izolovani DNA sme potom eSte rozdelili na dve vzorky. Jednu vzorku
sme centrifugovali v sacharézovom gradiente bez predchadzajucej kultivacie s UV
endonukleazou, do druhej sme pridali UV endonuklazu, inkubovali 30 min. na vodnom
kupeli a az potom centrifugovali v sachar6zovom gradiente. Vzorka bez UV endonuklazy
nam poskytovala informdciu, ¢i po€as manipulacie s vyizolovanou DNA nedoslo k jej
mechanickému poskodeniu.

Ako kontroly sme pouzili Standardny kmeit W1, ktory nema naruSenu exciznu
reparacnu drahu a excizne defektny kmen uvs9

Graf 5.5a ukazuje, ze vo vzorke ovplyvnenej UV endonukledzou doslo
k postiepeniu DNA izolovanej zo Standardného kmenia wl hned’ po ovplyvneni UV
ziarenim a vrchol grafu sa posunul do oblasti nizkomolekuldrnej DNA. Na grafe 5.5b
moézme sledovat’ obnovenie vysokomolekularnej frakcie, ¢o naznauje, Ze doslo
k odstraneniu pyrimidinovych dimérov z DNA §tandrdného kmena.

Pri kmeniuvs9 (graf 5.6), pri ktorom bola dokézana Uplna porucha v exciznej
oprave, pretrvava DNA v podobe nizkomolekularnych frakcii aj po 24 hodinach
kultivacie v tme. To znamena, Ze ani po 24 hodinach nedoSlo k odstraneniu
pyrimidinovych dimérov.

Z dalsich grafov vyplyva, ze ani pri kmenoch uvs12(5.7) auvs15(5.10) nedoslo
k obnoveniu vysokomolekularnej frakcie a teda k odstraneniu pyrimidinovych dimérov.
Naproti tomu pri kmefioch uvs13(5.8) auvs14(5.9) vidime posun z nizkomolekularnych
frakcii do vysokomolekularnych frakcii DNA, podobne, ako je tomu pri Standardnom

kmeniwl.
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Obr. 5.5 Sedimentacia DNA izolovanej zo $tandardného kmeiia W1: (a) DNA izolovana hned’ po oziareni,
(b) DNA izolovana po 24-hodcultivécii v tme, &ervena &iara — vzorka bez UV endonukleazy, zelena &iara
—vzorka s UV endonuklazou.
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Obr. 5.6 Sedimentacia DNA izolovanej z excizne-deficitného kmeria uvs9 (a) DNA izolovana hned’ po
oziareni, (b) DNA izolovana po 24-hod. kultivacii v tme, ¢ervena iara — vzorka bez UV endonukleézy,
zelend ¢iara — vzorka s UV endonuklazou.
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Obr. 5.7 Sedimentacia DNA izolovanej z kmefia uvs1l2 (a) DNA izolovana hned’ po oziareni, (b) DNA
izolovana po 24-hockultivacii v tme, ervend ¢iara — vzorka bez UV endonukledzy, zelend Ciara — vzorka s
UV endonuklazou.
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Obr. 5.8 Sedimentacia DNA izolovanej z kmeiia uvs1l3 (a) DNA izolovana hned’ po oziareni, (b) DNA
izolovand po 24-hodkultivacii v tme, Cervena Ciara — vzorka bez UV endonukleazy, zelend ¢iara — vzorka s
UV endonuklazou.

9 18
8 Izolacia DNA hned 16 24 hod kultivacia
po oziareni vtme
7 14 A
6 12 A
E 54 £ 10
g 8
X 44 X 8
34 6 4
2 4
1 21
o+—r"" """ oO—F—F— 77T T
1 3 5 7 9 11 13 15 1 3 5 7 9 11 13 15 17
&islo frakcie Cislo frakcie
a) b)

Obr. 5.9 Sedimenticia DNA izolovanej z kmena uvsl4 (a) DNA izolovana hned’ po oziareni, (b) DNA
izolovana po 24-hodkultivacii v tme, ervend ¢iara — vzorka bez UV endonukledzy, zelend ¢iara — vzorka s
UV endonuklazou.
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Obr. 5.10 Sedimentacia DNA izolovanej z kmefia uvs15 (a) DNA izolovana hned’ po oziareni, (b) DNA
izolovana po 24-hodultivacii v tme, &ervena ¢iara — vzorka bez UV endonukledzy, zelend &iara — vzorka s
UV endonuklazou.
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5.3 Geneticka analyza

V  ramci genetickej analyzy sme urcovali alelizmus mutantnych kmenov
s predpokladanou alebo uz dokazanou poruchou excizneho reparaéného mechanizmu.
Pomocou rekombinacnej analyzy sme sledovali vyStiepovanie S$tandardného typu
v potomstve zygdt z krizeni reparac¢ne-deficitnych kmenov. Rekombinaéné stanovenie
alelizmu mutantov sme robili tetrddovou analyzou (Harris, 1989). Ked’Ze reparacno-
deficitné kmene s poruchou exciznej opravy mali nizku parovaciu schopnost’ a znizenu
zivotaschopnost’ zygot a spor, urobili sme aj testovanie na Grovni zygot.

Ziskané vysledky su uvedené v Tab. 5.5. VysStiepovanie Standardného typu pri
vicsine krizeni potvrdilo, Ze gény nie su alelické. V pripade krizeni, pri ktorych sa
nevystiepil Standardny typysl x uvs371uvs9 x uvs351uvs12 x uvsls bolo potrebné
ziskany udaj doplnit’ vysledkami analyzy na Grovni zygot, pretoze pri génoch v silnej
vizbe sa v zavislosti na pocte analyzovanych tetrdd nemusi Standardny typ vystiepovat’,
aj ked’ stt mutantné kmene alelické. Pri krizeni uvs12 x uvs1Sme pomocou analyzy na
urovni zygot potvrdili obnovenie Standardného fenotypu diploida, co znamenalo, ze pri
krizenych kmetioch ide o mutéicie v réznych génoch. Vynimkou boli krizenia uvsl x
uvs371la uvs9 x uvs35lpri ktorych sme ani pomocou analyzy na arovni zygot
nepotvrdili obnovenie Standardného fenotypu.

Na zéklade ziskanych vysledkov mézme uvazovat’, ze v tejto skupine mutantov

ide 0 4 samostatné géngtujice citlivost’ k UV Ziareniu.



Vysledky 80

Krizenie Pocet Vystiepovanie Analyza zygot- Zaver
tetrad/spor Standardného typu vyStiepovanie
St.typu

uvsl x uvs9 2/25 + +
uvsl x uvsl2 13/12 + 2 +
uvsl x uvsls 8/47 * + + +
uvsl x uvs351 0/6 * + +
uvsl x uvs371 39/53* - - -
uvs9 x uvsl2 4/42 + +
uvs9 x uvsls 12/0 * + + +
uvs9 x uvs351 28/0 * - - -
uvsl2 x uvsls 15/0 - + +
uvsl2 x uvs351 6/23* + +
uvsl5 x uvs351 6/0 + 2 +
uvsl5 x uvs371 1/43 * + + +
uvs351 x uvs371 10/0* + +

Tab 5.5 Vystiepovanie $tandardného typu pri kriZzeni reparaéno-deficitnych mutantov C. reinhardtii (* mala
parovacia schopnost’ krizenych kmeiov, resp. slaba Zivotaschopnost’ spor; + vystiepenie Standardného typu;
- mutantny fenotyp).
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5.4 Vplyv mikrotubulového jedu metyl benzimidazol 2-yl-
karbamatu (MBC) na zastavenie bunkového cyklu riasy
C. reinhardtii vyuzitim fluorescenénej mikroskopie

Pri farbeni bunielC. reinhardtiipomocou fluorochrému DAPI sme museli brat’ do Gvahy
dva problémy savisiace s tymto modelovym objektom.

Prvym problémom bola slaba penetrancia silnej bunkovej steny riasy. Kedze
najvacsie tazkosti nastavaju pri farbeni starych bunkovych kultar, pred zacatim pokusov
sme bunky vzdy preniesli do Cerstvého média anechali rast dalSich 24 hodin.
Priestupnost bunkovej steny sa zvySila aj naslednym 12-hodinovym zmrazenim

bunkového sedimentu a ovplyvnenim 2 % SDS.
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Obr. 5.11 Fotografie ziskané zo svetelnej @x@rescenénej (b-d) mikroskopie riasy C. reinhardtii

a) bunky $tandardného kmeria C. reinhardtiina konci bunkového cyklu pred uvol'nenim z materskej

bunovej steny, b) bunky zafarbené flurochrémom DAPI, ¢) bunky ovplyvnené MBC v skorej rastovej faze,
viditeI'né su len jednojadrové bunky, d) bunky s réznym poctom jadier, pridanie MBC v neskorej rastovej

faze
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Druhym problémom suvisiacimfhiorescen¢nou mikroskopiou pri riasachC. reinhardtii

bola interferencia primarnej fluorescencie chlorofylu so sekundarnou fluorescenciou
DAPI. Chloroplast, ktory prC. reinhardtii zabera az 40 % objemu bunky, sme preto
odfarbili pomocou zmesi formaldehydu a metanolu (INk)odfarbenie je mozné pouzit

aj zmes acetonu a etanolu v rovhakom pomere.

Vysledky fluorescen¢nej mikroskopie st zobrazené na obr. 5.11. Z vysledkov
vyplyva, ze pridanie MBC v skorej rastovej faze vedie k zastaveniu bunkového cyklu,
pretoze sme pozorovali len jednojadrové bunky (Obr. 5.11c). Pridanie MBC v neskorej
rastove] faze nezastavuje bunkovy cyklus, o sa prejavilo pritomnostou 2-, 4-

a viacjadrovych buniek (Obr. 5.11d).

5.5 Prezivanie mutantného kmena rad9S. cerevisiago
posobeni UV-Ziarenia, X- Ziarenia a MMS a sledovanie
vplyvu MBC na zmenu jeho preZivania

Vysledky hodnotenia U¢inku UV-Ziarenia, X-ziarenia a MMS na prezivanie buniek
Standardného kmenia a mutantného kmena rad9 bez zastavenia bunkového cyklu

a so zastavenim bunkového cyklu pomocou MBC su znazornené na grafe 5.12
a vtabulke 5.6.
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Obr 5.12 Vplyv mikrotubulového jedu benzimidazol 2-yl-karbamdétyprezivanie $tandardného kmetia a
rad9 mutantaS. cerevisia@o posobeni X-ziarenia, UV-Ziarenia a MMS.
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Kmeri Davka X-  PreZivanie Davka UV-  PreZivanie Koncentracia PreZivanie
Ziarenia (%) Ziarenia (%) MMS (%) (%)
(krad) (J.m%
K 100 K 100 K 100
2,25 61.6 50 60,41 0,05 77,65
wit 4,5 25.4 100 33,53 0,1 40,83
9 12.07 150 12,43 0,2 21,05
0,3 12,79
K 100 K 100 K 100
2,25 58.22 50 57,14 0,05 81,43
wt + MBC 45 22.01 100 36,88 0,1 58,19
9 13.25 150 22,43 0,2 31,29
0,3 23,75
K 100 K 100 K 100
2,25 21.68 50 25,6 0,05 57,01
rad9 4,5 6.25 100 5,64 0,1 18,26
9 1.49 150 0,59 0,2 4,79
0,3 1,44
K 100 K 100 K 100
2,25 59.21 50 46,44 0,05 60,17
rad9 + 45 17.37 100 16,65 0,1 30,89
MBC 9 6.44 150 54 0,2 9,49
0,3 0,56

Tab. 5.6 PreZivanie $tandardného kmetia wt a repara¢ne-deficitného kmenia rad9 S.cerevisiapo posobeni
X-ziarenia, UV-ziarenia a MMS prepocitané na 100% kontrolu (K).

Pri sledovani fenotypového prejavad9 kmena S. cerevisiaepo pésobeni
vSetkych troch typov pouzitych mutagénov sme zistili citlivost rad9 mutanta pri
porovnani so Standardnym typom. Pridanie MBC malo pri Standardnom kmeni len maly
vplyv na prezivanie buniek po ovplyvneni UV-ziarenim, X-ziarenim a MMS. Naopak,
pri mutantnom kmeni viedlo pridanie MBCzkysSeniu prezivania po pésobeni UV- a X-
Ziarenia oproti variantam bez MBC. Po ovplyvneni MMS sme prad9 kmeni pozorovali
len maly vplyv MBC. Pri Ziadnom mutagéne sa prezivanie mutantného kmena

neobnovilo az na uroven Standardného kmena.
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5.6 PreZivanie mutantného kmeia uvs11C. reinhardtii po
posobeni UV-Ziarenia, X- Ziarenia a MMS a sledovanie
vplyvu MBC na zmenu preZivania

Vysledky hodnotenia U¢inku UV-Ziarenia, X-ziarenia a MMS na prezivanie buniek
Standardného kmefia a mutantného kmena uvsll bez zastavenia bunkového cyklu

a so zastavenim bunkového cyklu pomocou MBC su znazornené na grafe 5.13
a vtabulkach 5.7 -5.9.
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Obr 5.13 Vplyv mikrotubulového jedu benzimidazol 2-yl-karbamatu na preZivanie §tandardného kmeia
auvslinutantaC. reinhardtiipo posobeni X-ziarenia, UV-ziarenia a MMS.

Pri sledovani fenotypového prejawwvsll mutanta riasC. reinhardtii po pésobeni
pouzitych mutagénov vidiet' znacny rozdiel v citlivosti mutanta oproti Standardnému

typu, podobne ako je tomu ped9 mutantoviS. cerevisiae Evidentny je aj rozdiel

v citlivosti uvs1llmutantného kmena na pouzité mutagény bez posobenia MBC a po jeho
posobeni. Zastavenie bunkového cyklu pomocou mikrotubulového inhibitora MBC

viedlo k vyraznému zvy$éu prezivania mutantného kmena uvsllv pripade ovplyvnenia
UV-, X-Ziarenia i MMS.
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Kmeri Davka X-ziarenia  Prezivanie Zastupenie buniek Zastupenie buniek
(krad) (%) odumretych pred delenir odumretych po deleni zq
zo vSetkych odumretych  vSetkych odumretych

buniek buniek

K 100 79,76 20,23

wl 4,5 86,2 58,34 41,66

9 49,7 54,83 45,17

K 100 82,11 17,89

W1 + MBC 4,5 86,9 80,76 19,23

9 58,1 81,67 18,33

K 100 77,18 22,82

uvsll 4,5 53,49 12,58 87,42
9 22,59 6,5 93,5

K 100 75,09 24,91

uvsll + MBC 4,5 75,51 81,57 18,42
9 52,6 93,8 6,2

Tab.5.7 Prezivanie §tandardného kmefia w1l a mutantaivs11C. reinhardtiipo pésobeni X-ziarenia
prepocitané na 100 % kontrolu (K). Vysledky analyzy odumierania buniek pred a po deleni.

Kmen Davka UV-Ziarenia  PreZivanie Zastupenie buniek Zastupenie buniek
(J3.m?) (%) odumretych pred odumretych po deleni z{
delenim zo vSetkych vSetkych odumretych
odumretych buniek buniek
K 100 85,29 14,71
50 93,08
wil 100 68,24 89,75 10,25
150 52,18 89,34 10,66
200 46,25 90,59 9,41
K 100 95,27 4,73
50 91,66
wl + MBC 100 79,27 95,74 4,26
150 53,2 95,77 4,23
200 49,94 94,45 5,55
K 100 2,69 97,31
50 83,73
uvsli 100 66,35 17,3 82,7
150 36,65 14,65 85,35
200 17,5 30,85 69,15
K 100 81,4 18,6
50 90,19
uvsll + MBC 100 81,15 81,25 18,75
150 65,16 84,33 15,67
200 37,23 91,17 8,83

Tab. 5.8 Prezivanie §tandardného kmetia w1l a mutantaivs11C. reinhardtiipo pdsobeni UV-ziarenia
prepocitané na 100 % kontrolu (K). Vysledky analyzy odumierania buniek pred a po deleni.
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Koncentracia MMS  Prezivanie Zastupenie buniek Zastupenie buniek

(%) (%) odumretych pred odumretych po deleni zq

delenim zo vSetkych vSetkych odumretych

odumretych buniek buniek

K 100 79,76 20,23

0,1 88,54 90,95 9,05

wl 0,2 63,49 91,12 8,88
0,3 4,49 70,75 29,25

0,4 2,62 75,86 24,14

K 100 82,11 17,89

0,1 90,46 76,98 23,02

wl + MBC 0,2 55,78 77,81 22,19
0,3 13,38 81,03 18,97

0,4 4,49 65,55 34,45

K 100 77,18 22,82

0,1 81,63 11,2 88,8

uvsll 0,2 48,43 17,9 82,1
0,3 0,4 17,46 82,54

0,4 0,145 28,7 71,3

K 100 75,09 24,91

0,1 75,49 73,1 26,9

uvsll + MBC 0,2 445 51,78 48,22
0,3 1,47 63,14 36,86

0,4 1,0 65,95 34,05

Tab.5.9 Prezivanie §tandardného kmefia wl a mutantaivs11C. reinhardtiipo pésobeni MMS prepocitané
na 100 % kontrolu (K). Vysledky analyzy odumierania buniek pred a po deleni.

Vysledky analyzy odumierania buniek pred a po rozdeleni su uvedené v tab 5.7 —
5.9 a na obr. 5.14 a 5.1Bunky mutantného kmefia uvsllovplyvnené mutagénom sa
rozdelia pred odumretim minimalne jedekrat, nasledkom ¢oho vznikaju mikrokolonie
s nezivotaschopnymi bunkami (VI¢ek et al., 1987). Po zastaveni bunkového cyklu
pomocou MBC pri kmeniuvsll dosSlo kvyraznému zniZeniu pocétu mikrokolonii

a naopak, zvySHa pocet odumretych buniek pred delenim.
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Obr. 5.14 Pomer po¢tu buniek C. reinhardtiiodumretych pred delenim k po¢tu buniek, ktoré sa pred
odumretim minimélne jedenkrat rozdelia po pdsobeni X-Ziarenia, UV-ziarenia a MMS.
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Obr. 5.15 Vplyv mikrotubulového inhibitora MBC na poc¢et mikrokolonif §tandardného kmeiia a uvsll
mutantaC. reinhardtiipo pésobeni X-Zziarenia, UV-Ziarenia a MMS.



Vysledky 89

5.7 Transformacia jadrového gendmuC. reinhardtii

Viaceré pokusy o Uspesnu transformaciu jadrového genomuGiasynhardtiina naSom
pracovisku neviedli Eelatelnym vysledkom. Preto sme sa po konzultacii s pracovnikmi
Oddelenia molekulovej genetiky UniverzityZ¢neve rozhodli pre transformaciu pouzit’
kmene deficitné wyntéze argininu. Kmen cwl5arg7.8a plazmid pARG7.8 nam poskytol

Prof. Rochaix (Univerzita Zeneve).

5.7.1 1zolacia plazmidu pARG7.8

Na transforméciu buniek. reinhardtii sme pouzili plazmid pARG7.8, ktory nesie ako
selektivnymarker funkény gén pre argininsukcinatlyazu. Podl'a skusenosti pracovnikov
Oddelenia molekulovej genetiky Univerzity Z¢neve sme vedeli, Ze na uspe$nost’
transformacie vplyva aj Cistota plazmidovej DNA (pDNA). Pracovali sme preto s troma
variantami plazmidovej DNA. Prvy variant (variant 1) sme ziskali od Prof. Rochaixa
z Univerzity vZeneve. DalSie dva varianty sme izolovalibakterialneho kmefa E. coli
XL1-Blue a navzajom sa liSili sp6sobom izolacie. Variant Il bol izolovany pomocou
komeréného kitu ,,High Pure Plasmid Isolation Kit* (Boehringer Mannheim) a variant Ill
sme izolovali metodou podl'a Maniatis a kol. (1982).

Izolaciu plazmidu sme overili elektroforeticky pomocou restrikénej analyzy

s enzymom Ncol.

5.7.2 Hodnotenie ucinnosti transformacie

Na transformaciu sme pouzili kmene cwl5arg7.8C. reinhardtii (mutantny kmen bez
bunkovej steny deficientny v syntéze argininuc&l (mutantny kmen s bunkovou
stenou deficientny v syntéze argininu) neschopné rast na minimalnom médiu. Pouzili

sme metddu vyuzivajucu sklenené gulicky a PEG
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Pri kmeni cc51 sme pred samotnou transformaciou odstranili bunkovi stenu
pomocou nami izolovaného gametického lytick¢ého enzymu autolyzinu (vid’ 4.12.4 a
4.12.5).

Pri kazdom variante sme transformovali rovnaky po&et buniek, 3 x 10" buniek/ml.

V tabul’kach st uvedené priemerné hodnoty ziskané minimalne z troch experimentov pre
kazdy variant.

Stcast'ou transformacnej zmesi je aj polyetylénglykol (PEG). Zaujimalo nés, ¢i
moze ovplyvnit prezivanie buniek a preto sme hodnotili percento prezivania po posobeni
troch réznych koncentracii PEG-u 8000 215 a 5%). Zistili sme, Ze prezivanie buniek sa
vyrazne nelisi v jednotlivych variantoch a kontrole (70,65 % v kontrole, 62,5% pri 1%
PEG, 73,1% pri 2,5% PE& 75% pri 5% PEG), pricom najlepsie prezivanie sme ziskali
pri najvy$Sej koncetracii PEG-u.

Pri transformacii kmenia cwl5arg7.8sme pouzili dva druhy PEG-u, ktoré sa liSili
molekulovou hmotnostou (PEG6000 a PEG8000). Pri transformécii kmenia cc51 sme
pouzili PEG8000.

Hodnotenie G¢innosti transformacie je uvedené v tabulkach 5.10 a 5.11.
Transformanty sme selektovali tri tyZzdne po transformécii nepriamou metdédou, na
zéklade ich schopnosti rast’ na minimalnom médiu, ktort nadobudli po komplementacii
mutantného génu arg7.8 funkénym génom pre argininsukcinatlyazu. Po vyrasteni
transformovanych kolonii sme ich opat preotkovali na nové selektivne médium
a vysledky overili.

Na zaklade predkladanych vysledkov moézeme konStatovat, ze na uspeSnost
transformacie maju vplyv tieto parametre:

* (istota plazmidovej DNA -vys$iu Uc¢innost transformacie sme dosiahli pri pouziti
pDNA izolovanej pomocou komeréne dostupného kitu

* koncentracia a molekulova hmotnost polyetylénglykolu — dodnes nie je znamy presny
mechanizmus U¢inku PEG-u pri transformécii, avSak naSe vysledky potvrdili, Ze
molekulova hmotnost PEG-u ovplyviiuje ucinnost’ transformacie. LepSie vytazky
transformantov sme ziskali s polyetylénglykolom s vy$Sou molekulovou hmotnost'ou

(PEG 8000).
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* typ sklenenych guliciek — na zaklade konzultacie s pracovnikmi Odd. Molek. Biologie
Univerzity v Zeneve sme vedeli, Ze aj typ sklenenych gulic¢iek moze vplyvat na
ucinnost’ transformacie. Pravdepodobne tu zohrava ulohu jednak priemer guliciek ako
aj chemické oSetrenie guliiek ich vyrobcom. Preto sme v pokusoch pouzili sklenené
guli¢ky, ktoré sme ziskali z Univerzity v Zeneve (Thomas Scientific) a sklenené
gulicky ziskané z Katedry genetiky UK (nezisteny zdroj). Nezistili sme vyrazny vplyv
na transformacnt u¢innost’.

» genotyp recipientného kmena — pri mutantoch bez bunkovej steny sme dosiahli vysSiu
ucinnost’ transformdacie v porovnani s mutantami, pri ktorych sme bunkovl stenu
odstranili autolyzinom

« cas ovplyvnenia- najoptimalnejSie vysledky sme dosiahli po ovplyvneni vortexom
potas 15 sekind. PrediZenie doby vortexovania na 60 sekund zniZuje pocet

transformantov. Pri¢inou modze byt mechanické poSkodenie buniek sklenymi

gulickami.
cwl5arg7.8 PEG6000 PEGS8000
pDNA Sklenené  pocet kolonii na Ucinnost’ pocet kolonif na Ucinnost’
gulicky PM transformacie PM transformacie
(x 109 (x 109
| 1. 10,5 0,35 204 6,8
2. 51 1,7 22 0,73
Il 1. 51 1,7 478 15,9
2. 31,5 1,05 89 2,9
11 1. - - 18 0,6

Tab. 5.13 Vysledky transformacie kmenia cwl5arg7.8(pDNA: | — ziskana z Univerzity Zeneve, II -
izolovana pomocou komeréného kitu ,,High Pure Plasmid Isolation Kit“, III - izolovand metédou pod'a
Maniatis et al. (1982); sklenené guli¢ky: 1. ziskané z Univerzity vZeneve, 2. ziskané z Katedry genetiky).

cchl PEG 8000

sklenené guli¢ky pDNA pocet kolénii na PM  Utinnost transformacie (x 10™°)
1. I 35 1,16
Il 7 0,23
Il 3,6 0,12

Tab. 5.14 Vysledky transforméacie kmetia cc51



Kapitola 6

Diskusia

Erwin Schrédinger vo svojej knihe ,,Co je Zivot“ vyslovil predpoklad, Ze makromolekula,
Vv ktorej je zakddovana celd genetickd informacia, by mala byt vynimocne stabilna.
Nasledné objavenie Struktiry DNA vSak tato predstavu vyvratilo. Dnes je uz zname, ze
DNA je velmi dynamickou Struktirou, ktora je ststavne vystavovana poSkodeniu
spésobenému réznymi endogénnymekaogénnymi vplyvmi. Takéto poSkodenie moze
viest’ k akumulacii mutécii, ktoré v sebe stelesniuju tipadok i zmenu — tipadok jednotlivca
a spasu druhu. Rovnovéaha dosiahnutd medzi udrzanim genémove;j integrity a evolucnou
nevyhnutnost'ou mutacii, potrebnych pre adaptaciu v novych podmienkach prostredia, je
zabezpecend pritomnostou DNA reparaénych systémov v bunke, ktoré¢ nie st len jednou
zo zékladnych charakteristik vSetkého zivého, ale hraju aj kl'a¢ovh tlohu v evolUcii
apreziti druhov.

Podobne ako iné zakladné procedyuuke, aj reparac¢né mechanizmy su evoluéne
konzervované a poznatky ziskanéjednej skupiny organizmov sa mozu vyuzit
aextrapolovat aj na iné skupiny. VSetky sucasné predstavy o funkcii reparacnych
systémov ariebehu reparacnych procesov sa vytvarali na zaklade $tadia heterotrofnych

organizmov. Na druhej strane, o reparacnych procesoch fotoautotrofnych organizmov

92
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bolo ziskanych ovel'a menej poznatkov. Problémy so Studiom reparacnych mechanizmov
u vyssich rastlin stvisia najmé s naro¢nou izolaciou mutantov. V tejto suvislosti prave
C. reinhardtii ktora. svojimi vlastnostami a zlozenim pripomina vys$Sie rastliny,
poskytuje moznosti $tidia reparaénych mechanizmov fotoautotrofnych organizmov
a umoznuje extrapolovat’ ziskané vysledky aj na vysSie rastliny. Navyse, pritomnost’
troch genetickych systémov umoznuje sledovat’ opravu DNA v jadre, chloroplastoch
a mitochondriach a ich vzajomné prepojenie.

Ciel'om tejto prace bolo prispiet’ k Stadiu opravnych mechanizm@&: reinhardtii
pomocou molekularnej, mutaénej a genetickej analyzy UV-citlivych mutantov
izolovanych na Katedre genetiky PvF UK.

Prva informaciu aepara¢ne-deficitnych mutantoch poskytuje porovnanie ich
kriviek prezivania s prezivanim buniek Standardného kmena, pripadne porovnanie kriviek
prezivania tychto kmenov po pdsobeni roéznych mutagénov, ¢i uz fyzikalnych
(X-ziarenie, UV-ziarenie) alebo chemickych (MNNG). PreZivanie buniek zavisi od ich
citlivosti k danému agensu.

Reparacne-deficitné mutanty rias C. reinhardtii boli izolované na zaklade
citlivosti k UV-ziareniu. Analyzou kriviek davka-efekt boli rozdelené do dvoch skupin —
vel'mi citlivé k UV-ziareniu (predpokladané poskodenie excizneho reparacného systému)

a stredne citlivé komuto mutagénu (porucha inych reparaénych drah) (Podstavkova et
al., 1994).

Tato praca dopliiia fenotypovu charakteristiku reparaénych mutantov sledovanim
vzt'ahov davka-efekt po ovplyvneni alkylacnou latkou MNNG a X-Ziarenim.

Z porovnania kriviek prezivania po posobeni MNNG vyplyva, ze vSetky testované
kmene su citlivejSie porovnani so Standardnym typom, ¢o naznacuje, ze tieto kmene
maju znizenu schopnost’ odstranovat’ poruchy spdsobené chemomutagénmi typu MNNG.
Aj medzi jednotlivymi mutantami boli zistené rozdiely v citlivosti. Ako najcitlivejSi sa
javil kmen uvsl15,spredpokladanou poruchou mutagénneho reparaéného mechanizmu,
akmenn uvstl pri ktorom bola zistena poruchareakombina¢nej oprave (Rosen
a Ebersold, 1972). Kmenaivs9 s poruchou exciznej opravy, uasl3 s doteraz

nedefinovanou poruchou reparaéného mechanizmu, boli citlivejSie ako Standardny kmen,
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ale zaroven menej citlivé ako kmene uvsElauvs15 Pri kmeniuvs13sa citlivost’ prejavila
az pri davke 200 pg/ml.

Pri hodnoteni mutability po pdsobeni MNNG sme zistili opacny jav v porovnani
so zisteniami ziskanymi p8. cerevisiagpri ktorych priexciznych kmetioch po posobeni
alkylacnych latok zvy¢ajne dochadza k zvySeniu frekvencie vyskytu mutécii (Haynes
a Kunz, 1981). Excizna oprava je pri kvasinkach error-free, t.j. presna a jej porucha teda
navodzuje zvySenu mutabilitu. pfipade excizne-deficitnych kmenov C. reinhardtii
(uvs9a uvsly doslo kznizenému vyskytu mutacii v porovnani so Standardnym kmenom,
¢o by mohlo znamenat’, Ze pri riasach excizna oprava nie je presné. Toto tvrdenie by vSak
bolo potrebné doplnit’ o d’alSie experimentalne dokazy.

Pri riasach eSte nie je definovanyditanizmus, ktory by sa podielal na oprave
poskodeni vyvolanych alkylaénymi latkami. Doteraz sa nepodarilo dokdzat’ pritomnost’
alkyltransferazy, ktora odstranuje tieto poskodenia napr. pri E. coli (Xiao et al., 1991, Ito
et al,, 1994). Na zaklade porovnania vysledkov ziskanych sledovanim preZivania po
posobeni UV ziarenia a MNNG, mozno predpokladat’, ze zatial’ Co na oprave poruch
sposobenych UV-ziarenim sa podiela excizny reparaény mechanizmus, o com sved¢i
vysoka citlivost’ kmena uvs9(Podstavkova et al., 1991), na oprave poruch spésobenych
chemomutagénmi typu MNNG bude mat’ pravdepodobne ddlezitejSiu tlohu iny opravny
systém, resp. systémy.

Zistilo sa, Ze kvasinky S. cerevisiaesi schopné opravy poskodeni indukovanych
MNNG pomocou bezchybnej rekombinacnej reparacnej drahy, ktora opravuje
potencialne letalne poskodenia spdsobené ioniza¢nym ziarenim (Mitchel a Morrison,
1982). Je tieZ zndme, Ze zvySend rezistencia vo€i ionizacnému Ziareniu, ktord je
spOsobena zvysenou rekombina¢nou schopnost’ou, je pri kvasinkach spojend s redukciou
frekvencie mutacii vzniknutych po ovplyvneni MNNG (Boreham a Mitchel, 1993).
Pri C. reinhardtiineviedlo predovplyvnenie y Ziarenim nasledované ovplyvnenim MNNG
k redukcii mutacii sposobenych MNNG. Znamenalo by to, Ze pri C. reinhardtii nie su
poskodenia indukované MNNG opravované pomocou rekombinacnej opravy alebo pri
riasach nie je zvySena rezistencia voci ziareniu vysledkom rekombinacnej opravy
a existuje tu iny systém na opravu dvojretazcovych zlomov (Boreham a Mitchel, 1993).

Boreham a Mitchel (1993) predpokladaju pritomnost’ unikadtneho mechanizmu na opravu
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dvojvlaknovych zlomov v haploidnych bunkach, pri ktorom by dochadzalo ku kooperacii
jadrového a chloroplastového genému.

Vysledky ziskané tejto praci naznaéili vysoku citlivost kmefia s poruchou
rekombinacnej repardcie, ¢o by znamenalo, na rozdiel od vysledkov ziskanych vysSie
uvedenymi autormi, Ze pririasach by mohol zohravat’ doélezita ulohu pri oprave
poskodeni sposobenych MNNG prave rekombinacny reparacny systém. Nemozno vSak
vylucit ani spoluticast’ iného, eSte neopisaného reparacného systému, pretoze aj
pri kvasinkach &aktériach sa na oprave poskodeni sposobenych alkylaénymi latkami
zucastnuju viaceré reparacné drahy (Friedberg et al., 1995). Dnes je uz zname, ze niektoré
druhy poskodeni m6zu byt opravované viacerymi mechanizmami — zélezi to od réznych
faktorov. Kritickym krokom opravy je rozpoznanie posSkodenia, kedy dochadza
k interakciam proteinov, ktoré sa neg podielaju. Dolezita tlohu tiez zohrava, v ktorej
faze bunkového cyklu sa bunka nachadza, ¢i sa v ¢ase poskodenia replikuje DNA alebo
uskutociiuje transkripcia a ¢i s nimi poSkodenie interferuje, aké su susedné sekvencie
Vv blizkosti poskodenia, aké mmnozstvo poskodenia je v DNA indukované, v akom
fyziologickom stave sa bunka nachadza a podobne. Poukazuje na to aj geneticky dbkaz
prekryvania &ompeticie viacerych opravnych drah pri odstrafiovani AP miest
v kvasinkachS. cerevisiagSwanson et al., 1999; Kuipers et al., 2000). Konstrukciou
viacnasobnych mutantov postupnym vyradovanim béazovej exciznej opravy,
nukleotidovej exciznej opravy, rekombinacnej opravy a syntézy cez poSkodenie sa zistilo,
ze okrem BER, ktora AP miesta opravuje pomocou AP endonukledz, si AP miesta
opravované aj pomocou NERtaderované rekombina¢nou opravou a syntézou cez
poSkodenie . Inym prikladom je oprava cyklobutanovych pyrimidinovych dimérov
v 'udskych bunkach. Zistilo sa, Ze na ich oprave sa podiel'a okrem NER aj “mismatch”
oprava anterakcie medzi ich komponentami uz boli dokdzané in vitro (Bertrand et al.,
1998).

Nemenej Zujimavé vysledky sme ziskali aj pri hodnoteni vplyvu X-Ziarenia.

V suvislosti s aplikaciou X—ziarenia na riasu C. reinhardtii vsak musime brat’ do uvahy
niekol’ko faktorov, ktoré ovplyviiuju prezivanie kmeniov. V prvom rade ide o fakt, ze sme
nemohli aplikovat’ X—ziarenie na kultiru naockovanu na pevnom médiu. Vzhl'adom na

rozsah godmienky experimentu sme museli kultury ovplyviiovat' v tekutom médiu.



Diskusia 96

Navyse, kultry sme po oziareni nemohli priamo ockovat’ na pevné médium. Tieto
podmienky experimentu mohli do istej miery ovplyvnit’ prezivanie jednotlivych kmeinov.

V literatrure bol opisany tzv. LHR efekt (“liquid holding recovery”). Bricoli, ak boli
bunky po UV oziareni ponechané v tekutom médiu, vykazovali lepSie prezivanie (Tang

a Smith, 1981). Podobny efekt opisali aj Frankenberg-Schwager a kol. pri kvasinkach
S. cerevisia€Frankenberg-Schwager et al., 1987). Bunky, ktoré boli vysievané ihned’ po
oziareni X-Ziarenim, vykazovali niz§ie prezivanie v porovnani s bunkami, ktoré boli
urCity ¢as udrziavané v podmienkach nevhodnych pre rast (vo vode)z gotom
vysievané na pevné médium. Zistilo sa, ze zvySenie prezivania buniek vysievanych
neskor po oziareni je sprevadzané stratou dvojretazcovych zlomov (DSB) z DNA tychto
buniek (Frankenberg-Schwager et al., 1980). Predpoklada sa teda, Ze prave oprava DSB
vedie kzvySenému prezivaniu pri bunkach vysievanych neskor po oziareni. Aby sme do
istej miery redukovali LHR efekt, kultiry sme po oziareni udrziavali v chlade az do
vysievania na pevné médium v laboratoriu.

Dal§im faktorom ovplyviiujucim prezivanie kmetiov C. reinhardtii po pdsobeni
X-ziarenia je Cas, za ktory je danéd davka aplikovand. Pri dlhsej aplikacii urcitej davky sa
zvysi prezivanie v porovnani s kratSou aplikaciou tej istej davky (Davis a Thorburn,
1968). V tejto suvislosti vznika aj problém porovnavania vysledkov ziskanych réznymi
autormi, ked’Ze v praci sa Casto nachadza len Udaj o davke, nie vSak Case, pocas ktor¢ho
bola aplikovana.

Napriek tymto problémom je na zaklade nasich vysledkov isté, ze najcitlivejSimi
kmenmi st kmene s poruchou rekombina¢ného repara¢ného mechanizmu a kmen uvsl1l5
s predpokladanou poruchou mutagénnej opravy. Kmen uvsl2,s poruchou excizneho
mechanizmu opravy DNA, bol menej citlivy k pdsobeniu X-ziareniu v porovnani
so Standardnym kmenom. Nizka citlivost’ v porovnani so Standardnym kmenon sa zistila
aj pri excizne-deficitnom kmenivsl(Chankova et al., 1994), ¢o naznacuje, Ze tento
systém opravy nezohrdva vyznamnu Ulohu pri odstranovani poskodeni sposobenych X-
Ziarenim.

Pri kvasinkachS. cerevisiaesa Stadiom trojitych mutantov, s mutédciou génu
z kazdej epistatickej skupiny, zistil vyznamny podiel vSetkych troch epistatickych skupin

na oprave poskodeni indukovanych X-ziarenim (Game, 2000). Takto sa ziskal dalsi
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dokaz o tom, ze niektoré druhy poskodeni mézu byt opravované viacerymi repara¢nymi
mechanizmami.

Na zaklade naSich experimentov moézeme predpokladat, Ze pririasach
C. reinhardtii takisto dochadza $polupraci, resp. sGtazeniu viacerych reparaénych
mechanizmov pri oprave poskodeni indukovanych MNNG alebo X-Ziarenim.

Ziskanim charakteristiky vybranych mutantov sa ndm podarilo doplnit’ niektoré
informacie o repara¢nych mechanizmoch pri fotoautotrofnych organizmoch. Do roku
1997 nebol pri fotoautotrofnych organizmoch izolovany mutant s poruchou mutagénne;j
opravy ani mismatch korekcie. V tejto suvislosti sa ako zaujimavy javi kmen uvs14 ktory
so zvySenou spontannou aindukovanou mutabilitou arovnako aj rezistenciou
k poskodeniu po poOsobeni alkylaénch latok, vykazuje typické znaky mutantov
s narusenou “long patch mismatch” korekciou (Modrich, 1991). Nemenej zaujimavy je
kmen uvsly ktory nemutoval po UV X-ziareni, velmi malo po MNNG a patri
k najcitlivej§im kmeniom po posobeni vsetkych testovanych mutagénov (Viéek 1997).

Tento kmen vykazuje podobnost’ s rad6é mutantomS. cerevisiaes rozhodujacou tlohou
v mutagénnej epistatickej skupine (Haynes a Kunz, 1981). Na rozdiat6dpri uvs15
je suCasne naruSeny aj excizny systém opravy. To je zaujimavy fakt, lebo mutanty
S naruSenou exciznou opravou majukptisinkach oby¢ajne zvySenti mutabilitu (Haynes
a Kunz, 1981), priiasach tomu tak vSak nie je. Geneticka analyza potvrdila, Zze ide
0 poruchu Vjednom géne, pri ktorom sa predpoklada, ze ma pleiotropny ucinok alebo
sprostredkuje prekryvanie funkcii medzi reparaénymi cestami alebo interaguje s inymi
repara¢nymi proteinmi pri utvarani reparaénych komplexov (VIcek et al., 1997). Takyto
mutant eSte u heterotrofnych organizmov nebol opisany.

NajvhodnejSou metdodou na zatriedenie reparacne-deficitnych kmenov do
jednotlivych reparaénych drah je molekularna analyza. Prvé pokusy o molekularnu
analyzu opravnych systémov nezavislych na svetleigstich uskuto¢nili Swinton
aHanawalt (1973). Pouzili biochemicki analyzu UV Ziarenim indukovanych
pyrimidinovych dimérov pomocou®®P znatenej DNA. Vyuzili poznatok, Ze
fosfodiesterova vazba medzi pyrimidinovymi dimérmi je rezistentnd k fosfodiesterazam.
Pomocou tejto metddy nepotvrdili pritomnost’ excizie pyrimidinovych dimérov

u Standardného kmena v jadrovej ani chloroplastovej DNA (Swinton a Hanawalt, 1973).
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Toto zistenie ich viedlo kaveru, ze C. reinhardtiinema exciznu repara¢nu drahu. V tom
obdobi navySe existoval nazor, Ze fotoautotrofné eukaryoty vo vSeobecnosti nemaju
excizny systém opravy (Wolf a Cleaver,1973).

Neuspech Swintona lanawalta spocival v tom, Ze na znacenie DNA pouzili
radioaktivne znaceny tymin. Neskor sa vSak zistilo, ze niektoré druhy rias nie st schopné
inkorporovat’ exogénny tymin alebo tymidin do DNA (Wanka et al., 1970 — cit. VIckova
a Vicek, 1984). Small a Greimann (1977a) neskdr modifikovali metodiku detekcie
pyrimidinovych dimérov analyzy DNA po oziareni. Pouzili zna¢enie DNA pomocou
radioaktivne zna¢eného adeninu a miesta pyrimidinovych dimérov detekovali pomocou
UV-Specifickej endonukleazyMicrococcus luteusktora je po detailnejSom preskamani
svojej aktivity v sucasnosti oznacovana ako UV-dimér Specifickd glykozylaza/AP lyaza
(Mlu-pdgl) (Lloyd, 1998). Tymto postupom dokazali pritomnost’ exciznej opravy
v jadrovom i chlorplastovom genoéme S$tandardného kmena C. reinhardtii (Small
a Greimann, 1977a,b).

Tato metddu sme pouZili pri analyze mutantnych kmenov izolovanych na Katedre
genetiky PvF UK. Ako negativnu kontrolu sme pouzili Standardny kmen W1, ktory nema
porusenud exciznu opravu. Bsinto kmeni o¢ividne doslo k odstraneniu pyrimidinovych
dimérov po 24-hodinovej kultivacii tme, ¢o opitovne potvrdzuje uz dokazany fakt, Ze
C. reinhardtiima funk¢nt exciznu repara¢nu drahu. Ako pozitivnu kontrolu sme pouzili
excizne defektny kment uvs9 pri ktorom ani po 24 hodindch nedochadza k obnoveniu
vysokomolekularnych frakcii a teda k vystiepeniu pyrimidinovych dimérov.

Molekularna analyza repara¢ne-deficitnych kmenov potvrdila poruchu vo
vystiepovani pyrimidinovych dimérov pri mutantaovs12auvs15 Naopak prkmenoch
uvsl3auvsl4nebola zistena porucha vo vyStiepovani pyrimidinovych dimérov, ¢im sme
potvrdili, Ze tieto mutanty nepatria do skupiny mutantov s poruchou exciznej reparacnej
drahy.

Metoda, ktorti sme pouzili na analyzu mutantov, je velmi citlivym testom na
stanovenie schopnosti buniek vystiepovat’ pyrimidinové diméry a preto je vhodna na
testovanie kmenov. Vyzaduje si vSak opatrni manipulaciu s izolovanou DNA
(pouzivanie zastrihnutych S$piciek na automatickych pipetach, opatrné pretrepavanie pri

izolacii DNA atd’.), aby nedoslo k jej mechanickému poskodeniu.kdzdom pokuse sme
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preto robili aj variant bez UV endonukledzy, aby sme zistili, ¢i sa izolovand DNA pocas
manipulcie nepolamala, ¢o by skreslilo ziskané vysledky. Dalgie skreslenie by mohla
sposobit’ RNA s inkorporovanym3H-adeninom. Tento problém sme rieSili spocCiatku
pridanim RNA-zyneskor sme RNA odstrafiovali pomocou alkalickej hydrolyzy, ktora
sa nam osvedcila.

Metoda, ktora sme pouzili, je velmi citlivd, avSak technicky velmi naro¢na.
V sucasnosti by ju mohla nahradit’ jednoduch$ia metoéda pulznej gélovej elektroforézy
(PFGE), ktord je tiez vhodnd na sledovanie pripadnej aktivity reparacnych systémov
(Kraxenberger et al., 1994). Aj my sme zvazovali pouzit' tuto metodu pri analyze
mutantnych kmenov. Doteraz v§ak nebol vypracovany vhodny protokol PFGE pre riasy
C. reinhardtii Hlavnymi pri¢inami s pritomnost bunkovej steny na povrchu rias
aniekol’konasobne rozsiahlej$i genom v porovnani s kvasinkami. Bunkovu stenu je
mozno Vv sucasnosti uspesne odstranit pomocou gametického lytického enzymu
autolyzinu. Co sa tyka genému, podla sicasnych poznatkov geném C. reinharditii
pozostava priblizne 100 Mb usporiadanych v 17 vizbovych skupinach (Lefebvre
a Siflow, 1999). Pre néSxperiment by vSak nebolo potrebné vizualizovat' vsetky
chromozomy, staci sledovat’, ¢i doslo k poStiepeniu a teda k zmene v oblastia@iv§mi
molekulovymi hmotnost'ami. Z technického hladiska je tito metdda ovela vyhodnejsia
a pri dostupnosti aparatuiry finan¢ne menej naro¢na. Navyse by sa nemuselo pouZzivat
radioaktivne znacenie DNA.

Geneticka analyza je takisto jednou z metdd, ktora umoziuje upresnit’ informacie
o vlastnej genetickej determindcii mutantného znaku a zaradit' reparacne-deficitnych
mutantov do jednotlivych reparaénych drdh. Rekombinan¢é stanovenie alelizmu
mutantov sme robili tetrddovou analyzou (Harris, 1989). Ked’ze priebeh Zivotného cyklu
je pri pohlavnom rozmnozovani C. reinhardtiirovnaky ako pri kvasinkacB. cerevisiae
pouziva sa rovnaka technika ako pri kvasinkach. Vystiepovanie Standardného typu po
skrizeni dvoch UV-citlivych mutantov znamena, Ze gény nie st alelické. Naopak, ak pri
krizeni dvoch mutantnych kmenov nevystiepuje Standardny typ, gény st alelické alebo v
silnej vizbe, kedy nemusi Standardny typ vystiepovat’ ani v pripade, Ze gény nie su

alelické. Preto je potrebné v pripade, kedy nevystiepuje Standardny typ, ziskany udaj
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doplnit’ o vysledky analyzy na trovni zygét. Standardny fenotyp potom dokazuje, Ze
porucha opravy DNA mutantnych kmetiov je spdsobend mutdciami v réznych génoch.

V ramci genetickej analyzy sme urcovali alelizmus mutantnych kmenov
s predpokladanou poruchou exciznej repara¢nej drahy. Problémom pri tetradovej analyze
bola slaba kli¢ivost’ a zivotaschopnost’ zygo6t a spor reparacne-deficitnych mutantov
S poruchou exciznej opravynika parovacia schopnost’ niektorych kmenov. Na zaklade
genetickej analyzy sme dokazalistiepovanie Standardného typu pri vacsine krizeni, ¢o
potvrdilo, Ze sledované gény nie su alelické. V pripade krizeni, pri ktorych sa nevystiepil
Standardny typuvsl x uvs37uvs9 x uvs351uvs12 x uvsl5bolo potrebné ziskany Udaj
doplnit’ vysledkami analyzy na Grovni zygot. Pri krizeni uvsl2 x uvslSme pomocou
analyzy na urovni zyg6t potvrdili obnovenie Standardného fenotypu diploida, ¢o
znamenalo, Ze pri krizenych kmenoch ide o mutacie v roznych génoch. Vynimkou boli
krizenia uvsl x uvs37& uvs9 x uvs351pri ktorych sme ani pomocou analyzy na urovni
zygot nepotvrdili obnovenie Standardného fenotypu. Na zaklade ziskanych vysledkov
mozme uvazovat, Ze v tejto skupine mutantov ide o 4 samostatné gény urcujice citlivost’

k UV Ziareniu.

V zbierke repara¢ne-deficitnych mutantov C. reinhardtii sa nachadzaju aj takeé
kmene, ktoré na zaklade fenotypovej charakteristiky naznacili mozné prepojenie medzi
poskodenim DNA a regulaciou bunkového cyklu’Alsej praci sme sa preto zamerali na
Stadium tohto problému. Eukaryotické bunky odpovedaju na poSkodenie DNA aktivaciou
opravnych mechanizmov DNA a zastavenim bunkového cyklu v Specifickych bodoch
oznacovanych ako kontrolné body bunkového cyklu (tzv. ,.checkpoint®). Reguldcia
bunkového cyklu v zavislosti od poSkodenia DNA saidasnosti dostiva do popredia
zdujmu, lebo sa predpokladd, ze aj poruchy tohto procesu navodzuju akumulédciu
neziaducich zmien DNA a prispievaju tym k zvySenej pravdepodobnosti vzniku
nadorovych ochoreni. @blezitosti studia regulacie bunkového cyklu sved¢i aj fakt, ze
v roku 2001 bola udelend Nobelova cena za medicinu trom vedcom zaoberajlucim sa
prave touto problematikou.

Dnes je uz zname, ze vela génov s klCovou ulohou v reparacii DNA ma
pleiotropny ucinok a kontroluje prepojenie viacerych ddlezitych bunkovych procesov.

Reparacia DNA je zavisla od typu poskodenia a fazy bunkového cyklu, v ktorom sa
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bunka nachadza. Jednym z najzavaznejSich poskodeni DNA st dvojretazcové zlomy

(DSB). DSB predstavuju potencialne letdlne riziko, ktoré modze byt indukované
ionizujlicim ziarenim, radiomimetikujicimi chemikaliami (napr. MMS), volnymi
radikdlmi  vznikajucimi  pocas  bunkového metabolizmu alebo  niektorymi
chemoterapeutikami (napr. bleomycinom). DSB vSak mozu vznikat aj v rdmci
prirodzenych bunkovych procesov, akymi st napriklad miestne-Specificka rekombinécia
alebo replikdcia na posSkodenom template. Pre bunku je nesmierne dodlezité, aby
rozpoznala a opravila DSB, pretoZze neopravené alebo nepresne opravené DSB moézu

viest’ k translokaciam a fragmentaciam chromozémov, deléciam a v kone¢nom ddsledku

k inaktivicii kl'ucovych génov a nasledne k moZznej bunkovej smrti alebo rakovine
(Pastink et al., 2001). G2 faza bunkového cyklu je doblezita pre opravu takychto
poskodeni vzhl'adom na to, ze postreplikacnd reparacia prebieha vicSinou
rekombina¢nym mechanizmom, ktory vyzaduje homologické retazce. Po replikacii je

DNA informaécia zdvojena, ¢o dovol'uje, aby sa spominany rekombina¢ny mechanizmus
uskuto¢nil aj v haploidnych bunkach. Pri kvasinkach S. cerevisiage esenciélny pre
zastavenie bunkového cyklu v G2 f&AD9 gén. Ddlezita funkcia spominaného génu
naznacuje jeho pravdepodobnu evoluénii konzervovanost, ktora bola dokézand u
viacerych génov s regula¢nou funkciou alebo pleiotropnym ucinkom. RAD9 gén S.
cerevisiagje pomerne dobre prestudovany a tiez je znamy fenotyp rad9 mutantov, ktory

je vel'mi charakteristicky prave po poskodeni DNA ionizujicim ziarenim. Ked'’Zze bunky

rad9 maju mutaciu v géne, ktory je zodpovedny za zastavenie bunkového cyklu, po
poskodeni DNA prechadzaju do mitotického delenia bez zastavenia, ktoré je potrebné na
jej reparaciu, genetickd informdcia nie je celistvd a bunky po niekolkych deleniach
odumieraji. Vysledkom je tvorba mikrokolénii, ktoré obsahuji len niekolko buniek

podl'a zdvaznosti poskodenia (Weinert a Hartwell, 1988).

Pri riasachC. reinhardtii sa podarilo izolovat’ mutanta, ozna¢eného uvsll pri
ktorom sa v porovnani so Standardnym typom zistila zvySend citlivost na UV-ziarenie,
MNNG a takisto aj zvySena frekvencia priamych mutécii veducich k rezistencii na
streptomycin (VIcek et al., 1987; Miadokova et al., 1994). Pri mikroskopickom hodnoteni
letalneho u¢inku UV-ziarenia vykazoval kmen uvsllvyznamneé zvySenie frekvencie

buniek odumierajacich po jednom alebo viacerych deleniach v porovnani so Standardnym
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typom alebo inymi UV-citlivymi kmenimi (Vicek et al., 1987). Podstata poruchy mutacie
uvsllzatial’ nie je zndma, avSak na zaklade doterajSich vysledkov (fenotypovy prejav po
pGsobeni UV-Ziarenia a MNNG, tvorba mikrokolonii) moézme predpokladat’ jej
podobnost’ s rad9 mutéaciou v kvasinkacB. cerevisiae

Kedze v literature je malo zmienok o porovnani zdkladnych bunkovych procesov
medzi heterotrofnymi a fotoautotrofnymi mikroorganizmami, cielom naSej prace bolo
prave hladanie moZznych spoloénych znakov medzi spomenutymi mutantami.
Nepritomnost’ Rad9 proteinu mozno nahradit’ pridanim mikrotubulového jedu MBC,
ktory spbsobuje reverzibilné zablokovanie bunkového cyklu v G2 faze atym poskytne
bunke ¢as na opravu pripadnych poskodeni DNA pred jej vstupom do mitdézy (Weinert
a Hartwell, 1988).

Na zastavenie bunkového cyklu pomocou MBC pri riadgachieinhardtii sme
vzhl'adom na dlhSiu dobu trvania bunkového cyklu (24 hodin) oproti kvasinkam museli
modifikovat’ metodiku ovplyvnenia MBC. Pri riasach sme pouZivali trojnasobne vyssiu
koncentraciu MBC, ktory sme nechali posobit 12 — 14 hodin pred samotnym
ovplyviiovanim. Pri S. cerevisiaeMIBC zastavuje bunkovy cyklus v neskorej G2 faze,
tesne pred vstupom do mitdézy. G2 fa&areinhardtii je su¢astou rastovej fazy, ktora
predchadza replikaciu a je zavisla od svetla ako hlavného zdroja energie (Setlik
a Zachleder, 1981). Na zaklade naSich pozorovani sme urcili Casovy interval pre
efektivnu aplikdciu MBC medzi 6 az 8 hodinou svetelnej periddy, pri svetelnom rezime
12:12. V tomto obdobi bunka riasy prechadza sériou indukénych bodov a rozhoduje sa
o nasledujucich deleniach (Setlik a Zachleder, 1981). Neskorsie pridaniec MBC uz
nezabranilo mitdze, o ¢om sved¢i aj pritomnost’ viacjadrovych buniek pri fluorescencnej
mikroskopii.

V naSich experimentoch sme pozorovali zvySenu citlivost oboch sledovanych
mutantov po posobeni UV, X-ziarenia aj MMS. Zastavenie bunkového cyklu pomocou
MBC viedlo k zlepSeniu prezivania pri oboch mutantoch, pricom pri mutantnom kmeni
uvsllsa prezivanie zlepSilo az na troven Standardného typu po pdsobeni UV aj X-
ziarenia. Nizsia citlivost’ riasovych kmenov k UV-ziareniu, v porovnani s kvasinkami, je
vysvetlitelna fotoautotrofnym spdsobom zivota, kde poskodenie UV svetlom musi byt

opravitelné celou skalou reparacnych drah. ZvysSené prezivanie po podsobeni UV pri
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mutantoviuvsllv porovnani s vysledkami ziskanymi Vickom (Vicek et al., 1986) bolo
spbsobené odliSnymi podmienkami pokusu. V dbésledku aplikacie MBC sme kultary
ozarovali v tekutom médiu, kedy sa prejavuje uz vysSie spominany LHR efekt, ktory

vedie k zlepSeniu prezivania.

Prezivanie uvsllmutanta, so zablokovanym bunkovym cyklom pomocou MBC,
sa zlepsilo aj po posobeni MMS, avSak nevratilo sa az na uroven Standardného kmena
ako tomu bolo pri UV a X-ziareni.

Pri kvasinkach sa v pripade UV a X-ziarenia ¢iasto¢ne zlepSilo prezivanie rad9
mutanta ovplyvneného MBC, nikdy vSak nedosiahlo Uroven Standardného kmena.

Na rozdiel oduvsllimutanta C. reinhardtii po ovplyvneni MMSrad9 nereagoval na
zastavenie bunkového cyklu, t.j. preZivanie sa vobec nezmenilo v porovnani s variantom

rad9 bez ovplyvnenia MBC. Tieto rozdiely poukazuju na odli$ni reparaént stratégiu
heterotrofnych a fotoautotrofnych mikroorganizmov pri oprave poSkodeni DNA
sposobenych MMS. MMS ako alkylaéna latka indukuje Siroké spektrum DNA poskodeni,

ktoré mozu byt rozpoznané viacerymi reparaénymi drédhami, ktoré posobia v rozliénych
Stadiach bunkového cyklu. Je preto mozné, ze 1-hodinové zastavenie bunkového cyklu po
ovplyvneni bunieck MMS nepostacuje na efektivnu opravu MMS indukovanych
poskodeni.

MBC po zastaveni bunkového cyklu poskytne €as pre opravu DNA, ktora je
znemoznena pri poruche bunkového cyklu, ¢o sa potvrdilo aj pri mikroskopickom
pozorovani buniek po ovplyvneni ionizujucim ziarenim. Pri riasach C. reinhardtii je
ukazujiicim znakom v tomto pripade pomer mnoZstva buniek odumretych pred delenim
a po deleni bunky. Mikrokolonie mrtvych buniek st pri C. reinhardtii vel'mi dobre
hodnotitel'né svetelnym mikroskopom. Bunky uvsllmutanta vytvaraju mikrokolonie po
ovplyvneni UV, X- ziarenim aj MMS s ovela vysSSou frekvenciou ako bunky
Standardného kmeinia. Po ovplyvneni MBC sa podiel buniek odumierajtcich po deleni pri
mutantnom kmeniuvsll radovo znizil, rovnako ako pri rad9 kmeni S. cerevisiae
(Weinert a Hartwell, 1988; Weinert a Hartwell, 1990).

Z nasich vysledkov vyplyva, Ze pri oboch Studovanych mutantoch zastavenie
bunkového cyklu poskytne ¢as na opravu DNA. Tieto vysledky potvrdzuji nevyhnutnost’

zablokovania bunkového cyklu pre kompletna a efektivnu opravu poskodeni DNA, ako aj
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predpokladant pritomnost’ kontrolného bodu u rias, ktory by bol analogicky G2-faznemu
bodu pri S. cerevisiae Zastavenie bunkového cyklu pomocou MBC vSak
nekomplementuje pravdepodobntl regulaént funkciu tychto génov.

Z prezentovanych vysledkov je mozné predpokladat’ analogiu UVS11 génu
C. reinhardtii s kvasinkovymRAD9 génom. Spravnost’ naSich predpokladov mézme
overit,, resp. vyvratit, komplementaciou defektu uvsllmutanta funkénym RAD9génom.
Nevyhnutnou podmienkou je v3ak zavedenie metddy pre GspesSna transformaciu
jadrového gendmu prC. reinhardtii Transformacna technika je v stcasnosti bezne
vyuzivand v takmer kazdom genetickom a molekuldrnom vyskume a na roéznych
modelovych organizmoch, od baktérii az po eukaryotické rastlinné a ZivociSne druhy.

Doteraz boli vyvinuté tri r6zne metddy na transformé€iu reinhardtii —
bombardovanie buniek wolfrdmovymi partikulami, elektroporacia a transformécia
pomocou sklenych guli¢iek a polyetylénglykolu (PEG). Ked'ze prvé dve spominané
metddy vyZzaduju Specialne (finanéne nakladné) technické vybavenie, rozhodli sme sa na
zavedenie DNA do buniek. reinhardtii vyuzit' metédu vyuzivajicu sklené gulicky
a PEG.

Uspesnost’ transformaénych pokusov C. reinhardtii sivisi s vyberom vhodného
selekéného markera. Vyuzivaji sa gény s [lahko selektovatelnym fenotypom,
jednoznacne odlisitelnym od netransformovanych buniek. Pre nasu pracu sme si vybrali
gén ARG7.8, kodujuci argininsukcindt lydzu. Vyhoda tohto markera spociva
v jednoduchej selekcii transformantov na minimalnom médiu a v extrémnej stabilite
mutacie arg7 v auxotrofnych mutantoclC. reinhardtii, s doteraz nedetekovanou
spontannou reverziou (Gumpel et al., 1994). Z Oddelenia molekularnej bioldgie
Univerzity v Zeneve sme ziskali bakteridlny kmen, ktory obsahoval plazmid nestci
ARG?7 génC. reinhardtii a taktieZ prislusného mutanta C. reinhardtii ktorého defekt je
komplementovany génom nachadzajicim sa na plazmide.

Nami zvolend metdéda si vyZaduje pracu s bunkami bez bunkovej steny.
Nepritomnost' bunkovej steny mozno zabezpeCit dvoma sposobmi — pouzitim
genetického mutanta alebo odstranenim bunkovej steny pomocou gametického lytického
enzymu autolyzinu. V prvom pripade ide o kmen cwl5 ktorému chyba centralny triplet —

vrsty V2 az V6 bunkovej steny (Harris, 1989). Nevyhodou tohto kmena je, Ze je CastejSie
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napadany bakteridlnou infekciou a jeho rast je spomaleny oproti inym kmenom. Na
dosiahnutie logaritmickej fazy rast, potrebnej pre uspeSnost’ transformacie, sme museli
predizit’ kultivaciu az na 4 dni oproti 3 diiom pri §tandardnom kmeni a inych mutantoch
s bunkovou stenou. Pri kmefioch s intaktnou bunkovou stenou (v naSom pripade cc5],
ktory nesie arg7 mutaciu) sme bunkova stenu natravili autolyzinom a ihned
transformovali. Izolacia a pouzitie autolyzinu je vel'mi jednoduché a pritom ucinné.
MozZno ho pouzit’ aj pri inych metddach, ktoré tiez vyZzaduji odstranenie pevnej bunkove;j
steny rias, napr. pri metdde pulznej gélovej elektroforézy.

S takto pripravenymi kmenimi (bez bunkovej steny) sa nam podarilo uskuto¢nit’
transforméciu jadrového gendmu jednobunkovej zelenej Gasginhardtii. Zistili sme,
ze na uUcinnost’ transformdcie vplyva viacero parametrov: Cistota plazmidove; DNA,
koncentracia a molekulova hmotnost’ polyetylénglykolu, genotyp recipientného kmena,

Cas ovplyvnenia.

Mechanizmus ucinku polyetylénglykolu doteraz nie je vysvetleny. Dunahay zistil,

Zze Uplna absencia polyetylénglykolu spdsobuje pokles prezivania o 80 — 90 % oproti
kontrole (Dunahay, 1993). Na efektivitu transformécie vplyvala nielen koncentracia PEG-
u, ale aj jeho molekulova hmotnost’, pricom najvyssi pocet transformantov sme ziskali pri
pouziti PEG-u s molekulovou hmotnost'ou 8000.

Vyznamnym faktorom, ktory ovplyviioval efektivitu koncentracie, bola Cistota
pouzitej pDNA. V experimentoch sme pracovali s troma variantami. Prvy variant sme
ziskali od Prof. Rochaixa z Univerzity Aeneve. Dalsie dva varianty sme izolovali
Z bakterialneho kmena E. coliXL1-Blue a navzjom sa liSili spésobom izolacie, jeden bol
izolovany pomocou komeréného kitu ,,High Pure Plasmid Isolation Kit*“ (Boehringer
Mannheim) a druhy sme izolovali metdédou podl'a Maniatis et al. (1982). Najlepsie
vysledky sme, podla ocakavania, ziskali pri pouziti pDNA izolovanej pomocou
komeréného kitu, naopak najslabSie s pouzitim pDNA izolovanej klasickym sposobom
podl'a Maniatis et al. (1982).

Nase experimenty boli zamerané na zavedenie Uspesnej transformacnej metody,
aby sme mohli pokra¢ovat’ v detailnejSom stidiu reparacne-deficitnych mutantov. Preto
sme sa sustredili len na jednoduché nepriame dbokazy selekcie transformantov.

Potencialne transformanty sme preniesli na nové selektivne médium bez argininu,
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na ktorom opét’ vyrastli vSetky preo¢kované koldnie. Rovnaké nepriame dokazy pouzili
vo svojej praci aj Mayfiel a Kindle (1989). V budtcnosti, pri konkrétnom pouziti
transformacnej metddy pri $tadiu reparaénych mutantov, bude potrebné transformanty
podrobit’ detailnej molekularnej analyze (napr. PCR), aby sme overili pritomnost
vnasanej sekvencie.

V sucasnosti je pri riasach pripraveny dvojity mutant uvsll arg7.8Tento kmen
bude mozné pouzit na komplementaciu uvsll mutacie RAD9 génom. Existencia
gendémovej a cDNA kniznice by tiez umoznila izolovat’ nielen UVS1] ale aj d’alSie gény
pomocou komplementacie jednotlivych mutantnych fenotypov. V sucasnosti su
k dispozicii gendmové kniznice v kozmidoch a kvasinkovych umelych chromozémoch
(YAC), cDNA kniznica v A fagu a tzv. indexova kozmidova kniznica (Purton a Rochaix,
1994; Zhang et al., 1994; Infante et al., 1995). Podmienkou vSak zostava vysoka
transformacéna Gc¢innost, ktora sa pri riasach C. reinhardtiiod pociatku vyskumov v tejto
oblasti zvysila, ale stale nedosahuje Groven frekvencie transformacie u inych organizmov
(napr.E.coli a kvasiniek). Je preto potrebné pokraovat’ v intenzivnom vyskume v tejto

oblasti.

Stadium v oblasti reparaénych mechanizmov DNA pri jednobunkovej zelenej riase
C. reinhardtii neustéle napreduje. Niektoré gény zapojené do opravy DNA boli na
zaklade klasickych genetickych metdéd mapované a charakterizované. Pomocou metod
molekularnej biolégie aplikovanych na tento modelovy organizmus bude v budidcnosti
mozné zistit’ produkty tychto génov a taktiez ich presnu funkciu v procese opravy DNA.

Pevne verime, ze aj tato praca prispela k rozsireniu poznatkov o repara¢nych

mechanizmoclE. reinhardtii
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Zavery

e Porovnanim prezivania testovanych mutantov a Standardného kmena po podsobeni
MNNG sme zistili, ze vSetky testované reparacne-deficitné kmene st citlivejSie na
posobenie MNNG v porovnani so Standardnym kmenom.

e ZvysSend citlivost k MNNG pri mutantovi UVSE1l s poruchou rekombinacne;j
reparacnej drahy naznacila, Ze rekombinacny reparaény mechanizmus hra ulohu pri
oprave poruch spdobenych tymto alkylaénym agensom.

* Pri kmenoch uvs9 a uvsl§ s poruchou exciznej opravy, sme zistli znizeni
frekvenciu mutacii veddcich 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 pdsobeni MNNG
medzi fotoautotrofnymi a heterotrofnymi organizmami.

* Porovnanim prezivania testovanych mutantov a Standardného kmeiia po posobeni X-
ziarenia sme zistili, Ze vacSina testovanych reparacne-deficitnych mutantov je
citlivej$ia na pdsobenie X-ziarenia ako Standardny kmen. Vynimku tvori len kmen
uvsl2sporuchou exciznej reparacnej drahy.

* Znizené prezivanie a zvySené frekvencie mutacii po posobeni X-ziarenia oproti
Standardnému kmenu pri kmenoch uvsEl auvsl0 naznaCuje, ze pririasach
C. reinhardtii hra rekombina¢na repara¢na draha doéleziti ulohu pri odstranovani

poskodenia indukovaného X- Ziarenim a Ze tato reparacnd draha je presna (error-free).
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* Kmen uvsl4 pri ktorom sme zistili zvySena spontannu aj indukovanu mutabilitu po
X-ziareni, vykazuje znaky mutantov s narusenou ,mismatch” korekciou.

* Kmen uvsl5patri k najcitlivej$im testovanym kmenom, s vel'mi nizkou (po pdsobeni
MNNG) alebo ziadnou (po pdsobeni X-ziarenia) indukovanou mutabilitou. Tento
kmeni vykazuje podobnost’ s rad6 mutantomS. cerevisiaes rozhodujicou ulohou
v mutagénnej epistatickej skupine.

* Molekularna analyza potvrdila poruchu vo vysStiepovani pyrimidinovych dimérov
pri kmetioch uvsl5auvsl? ¢o znamena, ze ide o mutantov s poruchou exciznej
opravy.

* Prikmenoch uvsl3 auvsl4 nebola potvrdend porucha vo vyStiepovani
pyrimidinovych dimérov. Tym sme ziskali dokaz, ze mutantné kmene uvsl3auvsl4
nepatria do exciznej reparacnej drahy.

» Vysledky molekularnej autacnej analyzy naznacili, ze pri kmeniuvs15by mohlo
ist o mutaciu v géne pleiotropnym téinkom.

» Zvysledkov genetickej abgy vyplyva, ze v rdmci skupiny analyzovanych mutantov
ide pravdepodobne o 4 rozne gény urcujtce citlivost’ k UV Ziareniu.

e Stanovili sme vhodnu koncentraciu a ¢as na ucinni aplikaciu mikrotubulového
inhibitora MBC (metylbenzimidazol 2-yl karbamatu) pocas bunkového cyklu riasy
C. reinhardtit

» Dokazali sme zvysenu citlivost’ uvsllmutantaC. reinhardtiia potvrdili sme zvySenu
citlivost rad9 mutanta S.cerevisiaepopri UV- aj na pobsobenieX- ziarenia
a alkylacnej latky MMS (metylmetansulfonat).

e Potvrdili sme, Ze zastavenie bunkového cyklu pomocou MBC vedie k zvySeniu
prezivania pri rad9 mutantovi kvasinielS. cerevisiaa dokazali sme, ze zastavenie
bunkového cyklu pomocou MBC takisto vediezvySeniu prezivania aj pri uvsll
mutantovi riasC. reinhardtiipo pdsobeni UV, X-Ziarenia a MMS.

» Na zéklade kvantitativneho ur¢enia pomeru buniek odumierajicich pred delenim a po
rozdeleni priC. reinhardtii sme dokazali, ze zastavenie bunkového cyklu pomocou

MBC vedie, analogicky s kvasinkami, k zniZzeniu poc¢tu mikrokolonii,
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» lzolovali sme gameticky enzym autolyzin z buniek @aseinhardtiia potvrdili jeho
degradacny ucinok na bunkovu stenu.

* Uskutocnili sme transformaciu jadrového genému dvojitého mutanta arg7cwl15 C.
reinhardtii plazmidom pARG7.8 nesucim funkény gén pre argininsukcinatlyazu
metddou vyuzivajicou sklené gulicky a PEG. Dosiahli sme u¢innost’ transformacie
v rozmedzi 0,35 x 1% az 15,9 x 10 "¥bunku.

e Uskuto¢nili sme transformaciu jadrového genomu mutanta cc51 C. reinhardtii
plazmidom pARG7.8 metddou vyuzivajicou sklené gulicky a PEG. Dosiahli sme
iinnost’ transformacie v rozmedzi 0,12 x 10 ®az 1,16 x 10 "¥bunku.

e Zistili sme, Ze na ucinnost’ transformacie vplyva viacero parametrov: Cistota
plazmidovej DNA, koncentracia a molekulova hmotnost’ polyetylénglykolu, genotyp

recipientného kmena, ¢as ovplyvnenia.
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