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=R]QDP�SRXåLWêFK�VNUDWLHN

AP miesto abázické miesto v DNA
ATP adenozín trifosfát
BER bázová excízna reparácia
bp bázový pár
cpm SRþHW�LPSXO]RY�]D�PLQ~WX
DAPI 4, 6 – diamidino – 2 - fenylindol
DNA deoxyribonukleová kyselina
DSB GYRMUH"D]FRYp�]ORP\�'1$
dsDNA dvojvláknová DNA
EDTA VRGQi�VR��N\VHOiny etyléndiamíntetraoctovej
FADH- redukovaný flavínadeníndinukleotid
kb kilobáza
kDa kiloDalton
Mb megabáza
MBC metylbenzimidazol – 2 – yl karbamát, karbendazin
MMS metylmetánsulfát
MNNG N – metyl – N’ – nitro – N - nitrózoguanidín
MNU N�±�PHW\O�±1�±�QLWUy]RPRþRYLQD
mt+, mt- R]QDþHQLH�SiURYDFtFK�W\SRY�X�ULDV\
NER nuleotidová excízna reparácia
PCR SRO\PHUi]RYi�UH"D]RYi�UHDNFLD
pDNA plazmidová DNA
PEG polyetylénglykol
PFGE pulzná gelová elektroforéza
PM Petriho miska
POPOP 1, 4 – di [2 – (fenyloxazolyl)] benzén
PPO 2, 5 difenyloxid
rad R]QDþHQLH�UHSDUDþQH�GHILFLWQêFK�PXWDQWRY�S. cerevisiae
rad jednotka radiácie
RT izbová teplota
SDS dodecylsíran sodný
SLT WROXpQRYi�VFLQWODþQi�NYDSDOLQD
ssDNA jednovláknová DNA
TCA kyselina trichlóroctová
89�åLDUHQLH XOWUDILDORYp�åLDUHQLH
uvr R]QDþHQLH�89�UH]LVWHQWQêFK�PXWDQWRY�Chlamydomonas reinhardtii
uvs R]QDþHQLH�89�FLWOLYêFK�PXWDQWRY�Chlamydomonas reinhardtii
;�åLDUHQLH LRQL]DþQp�åLDUHQLH
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Úvod

DNA, v�NWRUHM� MH� ]DNyGRYDQi� JHQHWLFNi� LQIRUPiFLD�� � MH� YH�PL� G\QDPLFNRX� ãWUXNW~URX�

SRGOLHKDM~FRX� PQRåVWYX� ]PLHQ� Y\YRODQêFK� S{VREHQtP� U{]Q\FK� HQGRJpQQ\FK� DOHER

environmentálnych faktorov (produkty bunkového metabolizmu, chemické mutagény,

N\VOtNRYp� UDGLNiO\�� 89� D� LRQL]DþQp� åLDUHQLH��� NWRUp� PDM~� ]D� QiVOHGRN� ]PHQX� DOHER

nahradenie normálnych báz DNA. Vzniknuté poškodenie DNA má cytotoxický alebo

PXWDJpQQ\� ~þLQRN�� P{åH� WLHå� VS{VREL"� ]DVWDYHQLH� EXQNRYpKR� F\NOX�� -H� SUHWR

SRFKRSLWH�Qp�� åH� RUJDQL]P\� VL� Y� SULHEHKX� HYRO~FLH� Y\YLQXOL� PHFKDQL]P\�� NWRUp� LP

XPRå�XM~� WROHURYD"� DOHER� RSUDYL"� SRãNRGHQLD� '1$�� 2]QDþXM~� VD� SRMPRP� RSUDYQp

�UHSDUDþQp��PHFKDQL]P\�

8å� viac ako ãW\ULGVD"� rokov je SR]RUQRV"� vedcov uprená na štúdium vzniku

poškodení DNA a ich opravy, ktorých objasnenie by pomohlo SRFKRSL"� nielen Y]"DK

mutagenézy a UHSDUDþQêFK�mechanizmov, ale WLHå� RGKDOL"� SUtþLQ\� chorôb spôsobených

poruchou týchto systémov. Pokles aktivity UHSDUDþQêFK� enzýmov je jedným zo sprie-

vodných znakov stárnutia, SRþDV� ktorého sa akumulujú poškodenia DNA. Poruchy

UHSDUDþQêFK�procesov WLHå�hrajú významnú úlohu v procese karcinogenézy. V V~þDVQRVWL

sa potreba štúdia UHSDUDþQêFK� mechanizmov VWiYD� YH�PL� aktuálnou aj v súvislosti

s poškodením ozónovej vrstvy a zvyšovaním koncentrácie chemických mutagénov

a promutagénov v åLYRWQRP� prostredí. Na druhej strane, zaujímavá je aj úloha DNA

poškodenia a jeho opravy pri tvorbe genetickej diverzity. Niektoré mechanizmy

tolerancie DNA poškodenia, XPRå�XM~FH�bunke GHOL"�sa aj v prítomnosti poškodenia, sú

zodpovedné za mutagénny vplyv rôznych DNA poškodzujúcich agensov. Zmenená

genetická informácia P{åH�E\"�Y�XUþLWêFK�prípadoch i výhodou a pri rýchlo sa meniacich
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podmienkach prostredia SRVN\WQ~"�MHM�QRVLWH�RP�VHOHNþQ~�výhodu a XPRåQL"�im SUHåLWLH�

Pochopenie mechanizmu vzniku genetických zmien teda napomáha pri štúdiu evolúcie,

takisto ako aj v génovom LQåLQLHUVWYH

.H�åH� UHSDUDþQp�PHFKDQL]P\�EROL� ]MDYQH�SRWUHEQp�RG�SRþLDWNX� HYRO~FLH� åLYêFK

RUJDQL]PRY�� Gi� VD� SUHGSRNODGD"�� åH� PROHNXOiUQD� SRGVWDWD� UHSDUDþQêFK� V\VWpPRY� EXGH

Y�HYRO~FLL�NRQ]HUYRYDQi��=DþLDWN\�YêVNXPX�UHSDUDþQêFK�PHFKDQL]PRY�V~�VSRMHQp�V�SUR�

karyotickým organizmom, baktériou Escherichia coli. Genetické a biochemické prístupy

D�KODYQH�]DYHGHQLH�PHWyG�UHNRPELQDQWQêFK�'1$�XPRåQLOL� ]tVND"�PQRåVWYR� LQIRUPiFLt

R� SULHEHKX� UHSDUDþQêFK� SURFHVRY� X� EDNWpULt� D� R� IXQNFLL� MHGQRWOLYêFK� JpQRY� D� LFK

SURGXNWRY� Y� MHGQRWOLYêFK� UHSDUDþQêFK� GUiKDFK�� 9\FKiG]DM~F� ]� WêFKWR� SR]QDWNRY� VD

SRGDULOR� GRNi]D"� H[LVWHQFLX� SRGREQêFK� UHSDUDþQêFK� FLHVW� DM� X� HXNDU\RWLFNêFK

RUJDQL]PRY��YUiWDQH�þORYHND��KRFL�JHQHWLFNi�D�PROHNXOiUQD�DQDOê]D�HãWH�QLH�V~�QD�WDNRP

VWXSQL�DNR�SUL�EDNWpULiFK��6~YLVt�WR�QDMPl�VR�]ORåLWRX�ãWUXNW~URX�D�RUJDQL]iFLRX�JHQyPX

eukaryotických buniek, ale aj s mnohobunkovou organizáciou a diferenciáciou buniek pri

vyšších organizmoch.

K najpreštudovanejším eukaryotickým organizmom patria kvasinky

Saccharomyces cerevisiae�� NWRUp�PDM~� KHWHURWURIQê� W\S� YêåLY\��$YãDN� SRGVWDWQH�PHQHM

poznatkov týkajúcich sa opravy DNA poškodení sa získalo pri fotoautotrofných

RUJDQLPRFK�� -H� SRWUHEQp� ]LVWL"�� þL� YãHWN\� UHSDUDþQp� V\VWpP\� GHILQRYDQp� SUL� KHWHUR�

trofných organizmoch existujú aj pri fototrofných organizmoch. Problémy so štúdiom

UHSDUDþQêFK�PHFKDQL]PRY� SUL� UDVWOLQiFK� V~YLVLD� QDMPl� V� QiURþQRX� L]ROiFLRX�PXWDQWRY�

A práve C. reinhardtii��NWRUê�VYRMLPL�YODVWQRV"DPL�D�ãWUXNW~URX�EXQN\�SULSRPtQD�Y\ããLH

UDVWOLQ\�� SRVN\WXMH� PRåQRVWL� ãW~GLD� UHSDUDþQêFK� PHFKDQL]PRY� IRWRDXWRWURIQêFK

RUJDQL]PRY� D� XPRå�XMH� H[WUDSRORYD"� ]tVNDQp� YêVOHGN\� DM� QD� Y\ããLH� UDVWOLQ\�� ,� NH�� VD

VR�ãW~GLRP�Y�REODVWL�UHSDUDþQêFK�V\VWpPRY�D�L]ROicioX�UHSDUDþQH�GHILFLWQêFK�NPH�RY�SUL

ULDVDFK� D� NYDVLQNiFK� ]DþDOR� SULEOLåQH� Y� URYQDNRP� REGREt�� SUREOHPDWLND� RSUDY\� '1$

SRãNRGHQt� MH� SUL� ULDVDFK� GRWHUD]� PHQHM� GHWDLOQH� SUHVN~PDQi�� -HGQX� ]� KODYQêFK� SUtþLQ

PRåQR�K�DGD"�Y�PDOHM�]ELHUNH�GHILQRYDQêFK�UHSDUDþQH�GHILFLWQêFK�PXWDQWRY��NWRUi�P{åH

OHQ� V� PDORX� SUDYGHSRGREQRV"RX� SRNU\"� YãHWN\� UHSDUDþQp� FHVW\�� 0XWDQWQp� NPHQH

s poruchou opravy DNA boli pri riasach C. reinhardtii izolované na základe zmenenej

FLWOLYRVWL�N�89�åLDUHQLX�RSURWL�ãWDQGDUGQpPX�NPH�X��'RWHUD]�EROR�L]RORYDQêFK�SULEOLåQH
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��� UHSDUDþQH�GHIHNWQêFK�PXWDQWRY�� NWRUp� EROL� QD� ]iNODGH� LFK� FLWOLYRVWL� N�89� R]QDþHQp

ako uvs (UV-sHQVLWLYH�� �'DYLHV�� ������� 3UtWRPQRV"� WURFK� JHQHWLFNêFK� V\VWpPRY� SUL

IRWRDXWRWURIQêFK� RUJDQL]PRFK� XPRå�XMH� VOHGRYD"� RSUDYX�'1$�Y� MDGUH�� FKORURSODVWRFK

D� PLWRFKRQGULiFK� D� LFK� Y]iMRPQp� SUHSRMHQLH�� 9� V~þDVQRVWL� sa najbohatšia zbierka

mutantov C. reinhardtii s poruchou opravy DNA nachádza  na Katedre genetiky PvF UK

v Bratislave.

Predkladani�SUiFD�VL�NODGLH�]D�FLH��SULVSLH"�N�UR]ãtUHQLX�SR]QDWNRY�R�MHGQRWOLYêFK

UHSDUDþQH�GHILFLWQêFK� PXWDQWRFK� MHGQREXQNRYHM� ]HOHQHM� ULDV\� C. reinhardtii ako

]iNODGQpKR� SUHGSRNODGX� SUH� ãW~GLXP� IXQNFLH� UHSDUDþQêFK� PHFKDQL]PRY

pri fotoautotrofných organizmoch.
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Kapitola 1

2GSRYH��EXQN\�QD�S{VREHQLH�faktorov
prostredia s genotoxicNêP�~þLQNRP

1.1 )DNWRU\�SURVWUHGLD�V�JHQRWR[LFNêP�~þLQNRP

������89�åLDUHQLH�D�MHKR�~þLQRN�QD�EXQNX�

6R� ãW~GLRP� YSO\YX�89� åLDUHQLD� � D� MHKR� QiVOHGNRY� QD� EXQNX� D�'1$� V~� VSlWp� ]DþLDWN\

ãW~GLD�RSUDY\�SRãNRGHQt�'1$��9\VWDYHQLH�EXQLHN�~þLQNX�89�åLDUHQLD�MH�SUDYGHSRGREQH

QDMOHSãLH� SUHãWXGRYDQêP� D� QDMþDVWHMãLH� SRXåtYDQêP�PRGHORYêP� V\VWpPRP� na štúdium

biologických následkov poškodenia DNA, jeho opravy a tolerancie. Jedným z atribútov

89�åLDUHQLD� MH�DM� WR��åH�åLYp�RUJDQL]P\�VD�RG�SRþLDWNX�HYRO~FLH�åLYRWD�QD�QDãHM�SODQpWH

PXVHOL�D�GRGQHV�PXVLD�Y\VSRULDGD"�V�JHQRWR[LFNêPL�~þLQNDPL�VOQHþQpKR�89�åLDUHQLD�

;�åLDUHQLH 8OWUDILDORYp�åLDUHQLH��89�
9LGLWH�Qp
svetlo

UV-C UV-B UV-A

absorbované ozónovou vrstvou

   100           150      200 250       3700 350      400

YOQRYi�G�åND��QP�

Obr. 1.1 6SHNWUXP 89�åLDUHQLD�
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89�åLDUHQLH�MH�HOHNWURPDJQHWLFNp�YOQHQLH�V�YOQRYRX�G�åNRX�������QP�V�HQHUJLRX�NYDQWD

3 120 eV. Fotóny majú relatívne nízku energetickú hodnotu, preto nevyvolávajú ionizáciu

atómov a molekúl, ale len ich excitáciu (t.j. presun elektrónov na orbitály s vyššou

energetickou hladinou). Molekuly v bunke sa tak dostávajú do excitovaného stavu,

]Y\ãXMH�VD�LFK�UHDNWLYLWD��þR�YHGLH�N�IRWRFKHPLFNêP�UHDNFLiP�D�Y]QLNX�]PLHQ�

6SHNWUXP�89�åLDUHQLD�VD�GHOt�QD���REODVWL��R]QDþHQp�DNR�89�$�V�YOQRYRX�G�åNRX

����������QP��89�%�V�YOQRYRX�G�åNRX����������QP�D�89�&�V�YOQRYRX�G�åNRX���������

nm (Obr. 1.1). UV radiácia vysielaná Slnkom na Zem pozostáva hlavne z UV-A a UV-B,

SUHWRåH�R]yQRYi�YUVWYD�DWPRVIpU\��]DFK\WiYD�åLDUHQLH�V�YOQRYRX�G�åNRX�SRG�����QP�

%LRORJLFN\�QDM~þLQQHMãLH�MH�89�åLDUHQLH�V�YOQRYRX�G�åNRX�RNROR�����QP��NWRUp�MH

PD[LPiOQH� DEVRUERYDQp� QXNOHRYêPL� N\VHOLQDPL� �V� DEVRUSþQêP� PD[LPRP� ���� QP)

D�SURWHtQPL��V�DEVRUSþQêP�PD[LPRP�����QP���6PLWK�D�+DQDZDOW��������

Obr. 1.2 Cyklobutánový pyrimidínový dimér. Susedné tymíny sú spojené kovalentnou väzbou cez C(5)
a C(6).  (Prevzaté z Friedberg et al , 1995)

ÒþLQRN�89�åLDUHQLD�QD�'1$�P{åH�E\"�SULDP\�DOHER�QHSULDP\��1HSULDP\�~þLQRN�VSRþtYD

vo vzniku radikálov, ktoré sú vysoko reaktívne a spôsobujú zmeny

Y� ELRPDNURPROHNXOiFK�� 3ULDP\� ~þLQRN� VSRþtYD� Y� EH]SURVWUHGQRP� S{VREHQt� QD� '1$�

9�V~þDVQRVWL�MH�RStVDQp�ãLURNp�VSHNWUXP�IRWRSURGXNWRY�Y]QLNDM~FLFK�Y�'1$�SR�S{VREHQt

89� åLDUHQLD�� 6DPRWQi� FLWOLYRV"� '1$� N� S{VREHQLX� 89� åLDUHQLD� ]iYLVt� RG� YLDFHUêFK

faktorov: biologických (napr. štádium bunkového cyklu), chemických (napr. zámena



2GSRYH� EXQN\ QD S{VREHQLH IDNWRURY SURVWUHGLD V JHQRWR[LFNêP ~þLQNRP 6

PROHN~O�LFK�DQDOyJPL��D�I\]LNiOQ\FK��QDSU��WHSORWD��GHQDWXUiFLD�DW�����6PLWK�D�+DQDZDOW�

1972).

Základným typom poškodenia sú pyrimidínové diméry (TT, TC, CC), z ktorých

QDMþDVWHMãLH�V~�GLPpU\�W\PtQX��2EU��������9]QLNDM~�VSRMHQtP�GYRFK�W\PtQRY�Y�WRP�LVWRP

UH"D]FL��DOHER�]ULHGNDYHMãLH�Y�DQWLSDUDOHOQêFK�UH"D]FRFK��1DMVN{U�GRFKiG]D�N�UR]ãWLHSHQLX

GYRMLWHM� Yl]E\� PHG]L� ��� D� ��� XKOtNRP� D� QiVOHGQpPX� Y]QLNX� YH�PL� VWDELOQpKR

cyklobutánového kruhu medzi dvoma tymínmi (Sweder, 1994). Dimerizácia je

VSUHYiG]DQi� ORNiOQRX� GHQDWXUiFLRX� D� NRQIRUPDþQRX� ]PHQRX� Y� '1$�� 7YRUEX

S\ULPLGtQRYêFK�GLPpURY�S{VREHQtP�89�åLDUHQLD�GRNi]DOL�%HXNHUV�D�%HUHQGV��������

0HG]L� �DOãLH� W\S\� SRãNRGHQLD� VS{VREHQp� 89� åLDUHQtP� SDWULD� S\ULPLGtQ�

pyrimidón (6-4) fotoprodukty (6-4 adukty) (Obr. 1.3). Toto poškodenie je spôsobené

väzbou susedných pyrimidínov cez C(6) a C(4) v smere 5' - 3'. 6 - 4 adukty navodzujú

YH�Np�NRQIRUPDþQp�]PHQ\�Y�'1$��NWRUp�V~�DQDORJLFNp�Y\SDGQXWLDP�Ei]������DGXNW\�V~

RYH�D�]ULHGNDYHMãLH�DNR�S\ULPLGtQRYp�GLPpU\�� QD� MHGHQ����� DGXNW�SULSDGi�SULEOLåQH����

dimérov (Sweder, 1994).

Obr. 1.3   6-4 adukt. Susedné pyrimidíny sú spojené väzbou cez C(6) a C(4) v smere 5' - 3'. (Prevzaté
z Friedberg et al , 1995)
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89� åLDUHQLH��DOHM� VS{VREXMH� MHGQRUH"D]FRYp� ]ORP\�� '1$� �� SURWHtQRYp� NUtåRYp� väzby

D� K\GUiW\� Ei]�� NWRUêFK� QiVOHGNRP� P{åH� E\"� FK\EQp� SiURYDQLH� Ei]� SRþDV� UHSOLNiFLH

�6WDSOHWRQ�� ������� 7LHWR� SRãNRGHQLD� V~� RYH�D� YiåQHMãLH� D� GR� LFK� RSUDY\� sa okrem

IRWRUHSDUiFLH� D� H[Ft]QHM� UHSDUDþQHM� GUiK\� ]DSiMDM~� DM� RVWDWQp� RSUDYQp� PHFKDQL]P\

(Friedberg et al., 1995).

3RãNRGHQLH� VS{VREHQp� 89� åLDUHQtP� P{åH� ]DVDKRYD"� REH� ]iNODGQp� IXQNFLH

JHQHWLFNpKR�PDWHULiOX�� NWRUêPL� V~� RFKUDQD� GHGLþQHM� LQIRUPiFLH� YR� I\ORJHQp]H� D� V� �RX

spojená replikácia DNA, ako aj realizácia genetického programu v ontogenéze a s tým

spojená transkripcia a translácia. 9êVOHGQê�HIHNW�89�åLDUHQLD�P{åH�PD"�PXWDJpQQ\�DOHER

OHWiOQ\� FKDUDNWHU��2��DOãHM� H[LVWHQFLL� EXQN\� UR]KRGQ~� UHSDUDþQp�PHFKDQL]P\�� NWRUp� V~

VFKRSQp�WLHWR�SRãNRGHQLD�RGVWUiQL"�DOHER�]DEH]SHþL"�LFK�WROHURYDQLH�SUL��DOãHM�UHSOLNiFLL�

������,RQL]DþQp�åLDUHQLH�D�MHKR�~þLQRN�na bunku

,RQL]DþQp�åLDUHQLH�SDWUt�PHG]L�SULURG]HQH�sa vyskytujúce agensy spôsobujúce poškodenia

'1$�YãHWNêFK�åLYêFK�RUJDQL]PRY�QD�=HPL�RG�SRþLDWNX�ELRORJLFNHM�HYRO~FLH�� ,RQL]DþQp

åLDUHQLH� P{åH� QiKRGQH� SRãNRG]RYD"� YãHWN\� EXQNRYp� NRPSRQHQW\� D� LQGXNRYD"� ãLURNp

spektrum  DNA poškodení (Ward, 1988; Britt; 1996; Lenkinen, 1996; Haveles at al.,

�������,RQL]DþQp�åLDUHQLH�Y\YROiYD�WYRUEX�H[FLWRYDQêFK�a ionizovaných molekúl. ÒþLQRN

LRQL]DþQpKR� åLDUHQLD� �SRGREQH� DNR� 89� åLDUHQLD�� P{åH� E\"� SULDP\� DOHER� QHSULDP\

(Ward, 1988; Ward, 1994). 3ULDP\�~þLQRN�VSRþtYD�Y�EH]SURVWUHGQHM� LQWHUDNFLL� UDGLDþQHM

energie s DNA. 1HSULDP\� ~þLQRN� VSRþtYD� Y� LQWHUDNFLL� '1$� V reaktívnými látkami

Y]QLNQXWêPL� YSO\YRP� åLDUHQLD��Tieto reaktívne látky vznikajú ako dôsledok interakcie

OiWRN�RENORSXM~FLFK�PROHNXOX�'1$�V�UDGLDþQêP�åLDUHQtP��9êVOHGNRP�WDNHMWR�LQWHUDNFLH

P{åH�E\"�ãLURNp�VSHNWUXP��SRWHQFLiOQ\FK�]GURMRY��UHDNWtYQ\FK�OiWRN�DNêPL�V~�H[FLWRYDQp

molekuly, iónové radikály alebo YR�Qp�UDGLNiO\��NWRUp�V~�QiVOHGQRX�UR]NODGQRX�UHDNFLRX

QDSRNRQ� SUHPHQHQp� QD� FKHPLFN\� VWDELOQp� OiWN\�� 7iWR� UR]PDQLWRV"� UHDNþQêFK

mechanizmov D� HãWH� Ylþãt� SRþHW� SRWHQFLiOQ\FK� UHDNWDQWRY� Y\WYiUD�PRåQRVWL� SUH� ãLURNp

VSHNWUXP�UHDNWtYQ\FK�DJHQVRY�Y]QLNQXWêFK�S{VREHQtP�LRQL]DþQpKR�åLDUHQLD�QD�'1$�
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3UHYDKD� YRG\� Y� ELRORJLFNêFK� V\VWpPRFK� QD]QDþXMH�� åH� KODYQêP� ]GURMRP

nepriameho poškodenia DNA budú látky vzniknuté hydrolýzou vody (Ward,., 1988):

H2O → H2O
+ + e-

H2O
+ + H2O → H3O

+ + •OH

•OH + •OH → H2O2

e- + O2  → O2
-

2 O2
- + 2 H+  → O2  + H2O2

9lþãLQD� SRãNRGHQt�'1$� Y]QLNi� S{VREHQtP� K\GUR[\ORYêFK� UDGLNiORY� �SULEOLåQH

65% vplyvom •2+� UDGLNiORY�NX�SULEOLåQH�����YSO\YRP�SULDPHKR� ~þLQNX� LRQL]DþQpKR

åLDUHQLD���:DUG,., 1988).

0HG]L� KODYQp� W\S\� SRãNRGHQt� '1$� VS{VREHQêFK� LRQL]DþQêP� åiarením patria

UH"D]FRYp�]ORP\��'1$�SURWHtQRYp�NUtåRYp�Yl]E\�D�U{]QH�SRãNRGHQLD�Ei]�D�GHR[\ULEy]\

(Lewis et al., 1999).

1DMYLDF�SRãNRGHQt�VS{VREHQêFK�LRQL]DþQêP�åLDUHQtP�EROR�RStVDQêch  na tymíne.

•2+� UDGLNiO\� QDMþDVWHMãLH� DWDNXM~� &�� &��� GYRMLW~� Yl]EX�� 3UHGSRNODGi� VD�� åH� SULDP\

~þLQRN�LRQL]DþQpKR�åLDUHQLD�P{åH�YLHV"�N�Y\SXGHQLX�HOHNWUyQX�]�QHQDVêWHQHM�&���alebo

&���SR]tFLH�D�YêVOHGQê�NDWLyQRYê�UDGLNiO�P{åH�UHDJRYD"�V�K\GUR[\ORYêP�LyQRP��:DUG�

�������3UHWR�SULDP\�D�QHSULDP\�~þLQRN�åLDUHQLD�P{åH�PD"�]D�QiVOHGRN�Y]QLN�LGHQWLFNêFK

reaktívnych intermediátov.

,RQL]DþQp�åLDUHQLH�þDVWR�VS{VREXMH�~VHN\�ORNiOQH�QHVSiURYDQêFK�UH"D]FRY�'1$�

NWRUp� P{åX� E\"� GHWHJRYDQp� DNR� PLHVWD� FLWOLYp� N� S{VREHQLX� HQGRQXNOHi]� �QDSU�� 6�

nukleáza) (Andrews et al., 1984).

3RãNRGHQLD�GHR[\ULEy]\�QLH�V~�Då�WDNp�þDVWp�DNR�SRãNRGHQLD�Ei]��DYãDN�WLHå�P{åX

VS{VRERYD"�UH"D]FRYp�]ORP\��,QLFLDþQêP�NURNRP�NX�Y]QLNX�MHGQRUH"D]FRYêFK�]ORPRY�MH

WYRUED� UDGLNiORY� QD� GHR[\ULEy]H� D� QiVOHGQi� VWUDWD� DWyPX� YRGtND�� .� WRPXWR� P{åH

GRFKiG]D"� EX�� SULDP\P� YSO\YRP� LRQL]DþQpKR� åLDUHQLD� DOHER� QHSULDPR� YSO\YRP� •OH

UDGLNiORY�� 5DGLNiO� P{åH� QiVOHGQH� UHDJRYD"� V� N\VOtNRP� D� Y\WYRUL"� SHUR[\UDGLNiO�

=�XYHGHQpKR�Y\SOêYD��åH�SUtWRPQRV"�DOHER�Y\ããLD�NRQFHQWUiFLD�N\VOtND�P{åH�VS{VRERYD"
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UR]GLHO\� Y� VSHNWUH� D� IUHNYHQFLL� SRãNRGHQt� VS{VREHQêFK� LRQL]DþQêP� åLDUHQtP�� 7HQWR

IHQRPpQ�VD�R]QDþXMH�DNR�N\VOtNRYê�HIHNW��:DUG��������%RUHKDP�D�0LWFKHO��������

,RQL]DþQp�åLDUHQLH�Y\YROiYD�Y]QLN� UH"D]FRYêFK�]ORPRY�DM�SULDPR�D�SUiYH� WêPWR

]ORPRP� �QDMPl� GYRMUH"D]FRYêP�� VD� SULSLVXMH� QDMYlþãLD� þDV"� OHWiOQHKR� ~þLQNX

LRQL]DþQpKR�åLDUHQLD��:DUG��������/HZLV�HW�DO���������

(QHUJLD�LRQL]DþQpKR�åLDUHQLD�VS{VREXMH�ãLURNp�VSHNWUXP�'1$�SRãNRGHQt��0QRKp

z nich majú letálny vplyv na bunku, iné spôsobujú mutácie alebo malígnu transformáciu

EXQN\��=iYDåQRV"�MHGQRWOLYêFK�SRãNRGHQt�]�K�DGLVND�SUHåtYDQLD��PXWDJHQp]\�D�PDOtJQHM

WUDQVIRUPiFLH�MH�"DåNR�VWDQRYL"�D�Y�MHGQRWOLYêFK�V\VWpPRFK�VD�P{åH�PHQL"��2�VFKRSQRVWL

EXQN\� Y\VSRULDGD"� VD� V� WDNêPLWR� SRãNRGHQLDPL� UR]KRGXMH� SUtWRPQRV"� UHSDUDþQêFK

mechanizmov.

������7R[LFNê�D�PXWDJpQQ\�~þLQRN�DON\ODþQêFK�]O~þHQtQ

$ON\ODþQp� OiWN\� SDWULD� N�HOHNWURILOQêP� ]O~þHQLQiP� V afinitou k nukleofilným centrám

organických makromolekúl. Do tejto skupiny patrí široké spektrum chemických látok,

medzi ktorými sú aj intermediáty bunkového metabolizmu (napr. S-adenozyl-metionín),

NWRUp� WLHå�P{åX� DON\ORYD"� '1$� �5HEHFN� D� 6DPVRQ�� ������ /LQGDKO�� ������� =� K�DGLVND

PXWDJpQQHKR� D� NDUFLQRJpQQHKR� SURFHVX� V~� RE]YOiã"� G{OHåLWp� UHDNFLH� DON\ODþQêFK� látok

s nukleofilnými centrami v molekule DNA (Obr. 1.4), na ktoré prenášajú alkylové

skupiny.

=�IXQNþQpKR�K�DGLVND�GHOtPH�DON\ODþQp�OiWN\�QD�PRQRIXQNþQp��SUL�NWRUêFK�MHGQD

UHDNWtYQD� VNXSLQD� XYR�QHQi� ]� MHGQHM� PROHNXO\� DON\ODþQHM� OiWN\� UHDJXMH� V� MHGQêP

QXNOHRILOQêP� FHQWURP� D� QD� SRO\IXQNþQp�� NGH� MHGQD� UHDNWtYQD� VNXSLQD� P{åH� UHDJRYD"

V~þDVQH�V�YLDFHUêPL�QXNOHRILOQêPL�FHQWUDPL��9HOHPtQVNê�D�*LFKQHU��������

$ON\ODþQp� OiWN\� UHDJXM~� þDVWHMãLH� VR� VLOQHMãtPL� QXNOHRILOQêPL� FHQWUDPL� na

dusíkoch a o�QLHþR� ]ULHGNDYHMãLH� V nukleofilnými centrami kyslíkov. Najreaktívnejšími

pozíciami sú N7 guanínu a N3 adenínu. Okrem nich dochádza k reakciám na adeníne

v polohe N1, N6 a N7, na guaníne N1, N2, N3 a O6, na cytozíne v N3, N4 a O2 a na

tymíne v N3, O2 a�2���2EU��������6LQJHU�D�.X�PLHUHN������).
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N3 metylpuríny a O2 metylpyrimidíny inhibujú replikáciu DNA a ak by nedošlo

k odstráneniu týchto poškodení, stávajú sa pre bunku letálne (Karran et al., 1982; Lindahl

et al., 1988). O6 metylguanín a O4 metyltymín neinhibujú replikáciu DNA, ale patria

PHG]L�QDMKODYQHMãLH�D�QDMþDVWHMãLH�PXWDJpQQH�SRãNRGHQLD�VS{VREHQp�DON\ODþQêPL�OiWNDPL

�/LQGDKO�� ������� $N� QHG{MGH� N� LFK� RSUDYH�� SUL� UHSOLNiFLL� P{åH� G{MV"� N� QHVSUiYQHPX

SiURYDQLX�D�Y]QLNX�WUDQ]LþQêFK�PXWiFLL�*:C → A:T a T:A → C:G (Schendel a Michaeli,

������,WR�HW�DO����������0RGLILNiFLD�Ei]�DON\ODþQêPL�þLQLGODPL�]RVODEXMH�1�JO\NR]LGLFN~

Yl]EX�� P{åH� G{MV"� N� GHSXULQiFLL� DOHER� GHS\ULPLGLQL]iFLL� D� Y]QLNX� W]Y�� abázických

ODELOQêFK�PLHVW� �/RHE� D� 3UHVWRQ�� ������� 2NUHP� Ei]�P{åX� E\"� DON\ORYDQp� DM� IRVIiWRYp

VNXSLQ\�]D�Y]QLNX�IRVIRWULHVWURY��NWRUp�YHG~�N�]ORPRP�UH"D]FRY��6LQJHU��������

Obr. 1.4 Nukleofilné centrá na molekule DNA schopné tvorby kovalentnej väzby s alkylovou skupinou, z
nich N7 guanín a N3 DGHQtQ V~ QDMþDVWHMãLH� �3UHY]DWp ] Friedberg et al , 1995)

V dôsledku svojej schopnosWL� UHDJRYD"� V viacerými nukleofilnými centrami

v�'1$� V~þDVQH�� P{åX� SRO\IXQNþQp� DON\ODþQp� OiWN\� WYRUL"� YQ~WURUH"azcové

D� PHG]LUH"D]FRYp� '1$� NUtåRYp� Yl]E\� DOHER� '1$�SURWHtQRYp� NUtåRYp� Yl]E\�� 1DMPl

PHG]LUH"D]FRYp�NUtåRYp�Yl]E\�V~�YH�PL�]iYDåQêP�SRãNRGHQtP�'1$��QDNR�NR�]DEUD�XM~

UR]GHOHQLX� GYRMYOiNQD�� þtP� EORNXM~� UHSOLNiFLX� '1$� D transkripciu (Velemínsky

a Gichner, 1982).
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1.2 Mechanizmy opravy DNA poškodení

Pojem oprava DNA zodpovedá bunkovým procesom spojeným s odstránením

SRãNRGHQêFK�� PRGLILNRYDQêFK� DOHER� FK\EQH� VSiURYDQêFK� Ei]� ]� JHQyPX� åLYHM� EXQN\�

Táto definícia vymedzuje

1. priamu opravu DNA (t.j. monomerizáciu pyrimidínových dimérov pomocou enzýmu

fotolyáza alebo dealkyláciu alkylovaných báz špecifickými alkyltransferázami)

2. bázovú excíznu opravu, pri ktorej sú poškodené alebo nevhodne zaradené bázy

Y\ãWLHSHQp�SRPRFRX�HQ]êPRY�R]QDþHQêFK�DNR�'1$�JO\NR]\Oi]\�D�$3�HQGRQXNOHi]\

3. nukleotidovú excíznu opravu, pri ktorej je oligonukleotid obsahujúci poškodenie

vyštiepený z DNA

4. oprava chybne spárovaných báz (tzv. mismatch korekcia), pri ktorej sú vyštiepené

FK\EQH�VSiURYDQp�Ei]\�Y]QLNQXWp�SRþDV�VHPLNRQ]HUYDWtYQHM�V\QWp]\�'1$��)ULHGEHUJ�HW

al., 1995).

2GSRYH� Mechanizmus

Priama oprava DNA poškodenia Enzymatická fotoreaktivácia
Reparácia spórových fotoproduktov
Reparácia alkylovaných báz a alkylfosfotriesterov
pomocou alkyltransferázy
/LJiFLD�]ORPRY�UH"D]FRY�'1$

Excízia DNA poškodenia Bázová excízna oprava
Nukleotidová excízna oprava
Mismatch oprava

Tolerovanie poškodenia DNA Obídenie poškodeného úseku DNA s vytvorením
medzery a rekombinácia
Translézna syntéza DNA

7DE���� 2GSRYH� EXQN\ na poškodenie DNA.

'RGQHV�VD�YãDN�Y�OLWHUDW~UH�WHUPtQRP�RSUDYD�'1$�R]QDþXM~�DM��DOãLH�RGSRYHGH�EXQN\�QD

SRãNRGHQLH� '1$�� NWRUp� XPRå�XM~� EXQNH� ]YêãL"� RGROQRV"� N� SRWHQFLiOQ\P� OHWiOQ\P

vplyvom poškodenia genómu, ale pri ktorých nedochádza k odstráneniu tohto poškodenia
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]�JHQyPX�EXQN\��7LHWR�W]Y��PHFKDQL]P\�WROHUXM~FH�'1$�SRãNRGHQLH�]DK��DM~�PQRåVWYR

UHNRPELQDþQêFK�D�PXWDJpQQ\FK�SURFHVRY��YL��7DE��������)ULHGEHUJ�HW�DO���������

%XQN\� D� RUJDQL]P\� GHIHNWQp� Y� RSUDYH� '1$� SRãNRGHQLD� ]Y\þDMQH� Y\ND]XM~

]YêãHQ~�FLWOLYRV"�YRþL�QLHNWRUêP�PXWDJpQQ\P�DJHQVRP��7HQWR�W\SLFNê�IHQRW\S�VD�XNi]DO

E\"�YH�PL�XåLWRþQê�SUL�L]ROiFLL�D�JHQHWLFNHM�FKDUDNWHULVWLNH�PXWDQWRY��NWRUt�V~�]iNODGQêP

SUHGSRNODGRP� NX� ãW~GLX� UHSDUDþQêFK� PHFKDQL]PRY�� 'RWHUD]� EROR� L]RORYDQêFK� PQRKR

mutantov ako pri prokaryotických, tak i pri eukaryotických organizmoch. Spomedzi

HXNDU\RWLFNêFK�RUJDQL]PRY�VD�QDMNRPSOHWQHMãLD�]ELHUND�UHSDUDþQH�GHILFLWQêFK�PXWDQWRY

získala pri kvasinkách Saccharomyces cerevisiae. Kvasinkové mutanty so zvýšenou

FLWOLYRV"RX�N�89�� DOHER� LRQL]DþQpPX� åLDUHQLX� VD� R]QDþXM~� DNR rad mutanty (radiation-

sensitive). Tieto mutanty boli rozdelené do troch epistatických skupín (Friedberg et al.,

������� =DWULHGHQLH� GR� XUþLWHM� HSLVWDWLFNHM� VNXSLQ\� VD� XUþXMH� QD� ]iNODGH� IHQRW\SRYHM

SRGREQRVWL� V� Xå� ]DWULHGHQêPL� NPH�PL� DOHER� SRURYQiYDQtP� SUHåtYDQLD� GYRMLWêFK

PXWDQWRY� V� SUHåtYDQtP� URGLþRYVNêFK� NPH�RY��9\FKiG]D� VD� ]� K\SRWp]\�� åD� DN� ]PXWXM~

GYD� JpQ\� SDWULDFH� GR� WHM� LVWHM� UHSDUDþQHM� GUiK\� �W�M�� GR� WHM� LVWHM� HSLVWDWLFNHM� VNXSLQ\��

QHPDOR�E\�VD�OtãL"�SUHåtYDQLH�GYRMLWpKR�PXWDQWD�RG�SUHåtYDQLD�FLWOLYHMãLHKR�URGLþD��$N�GYD

]PXWRYDQp�JpQ\�SDWULD�GR�U{]Q\FK�HSLVWDWLFNêFK�VNXStQ��SUHåtYDQLH�GYRMLWpKR�PXWDQWD�MH

QLåãLH� DNR� SUHåtYDQLH� FLWOLYHMãLHKR� URGLþD�� 1D� ]iNODGH� WHMWR� DQDOê]\� VD� SRGDULOR� rad

PXWDQWRY� UR]GHOL"� GR� WURFK� HSLVWDWLFNêFK� VNXStQ� SRPHQRYDQêFK� SR� QDMOHSãLH

charakterizovaných mutantoch RAD3, RAD52 a RAD6. Fenotypová charakteristika týchto

NPH�RY�QD]QDþLOD�� åH�RAD3� HSLVWDWLFNi� VNXSLQD� ]DK��QD� JpQ\�]~þDVW�XM~FH� VD� H[Ft]QHM

opravy, RAD52� HSLVWDWLFNi� VNXSLQD� ]DK��D� JpQ\� UHNRPELQDþQHM� GUiK\� D� RAD6

mutagénnej dráhy (Friedberg et al., 1988).

Analogicky s kvasinkami S. cerevisiae, aj pri C. reinhardtii boli izolované

UHSDUDþQH� GHILFLWQp� PXWDQW\�� R]QDþHQp� DNR� uvs mutanty (UV-sensitive), zatriedené do

U{]Q\FK� UHSDUDþQêFK� GUiK� QD� ]iNODGH� IHQRW\SRYêFK� FKDUDNWHULVWtN� PXWDQWQêFK� NPH�ov

a genetickej analýzy  (Podstavková  et al., 1991). Princíp genetickej analýzy je podobný

ako pri kvasinkách, t.j. Y\FKiG]D� VD� ]� SUHåtYDQLD� GYRMLWêFK� PXWDQWRY�� 3UL� ULDVDFK� VD

GRWHUD]� SRGDULOR� L]RORYD"� PXWDQWQp� NPHQH� V� SRUXFKRX� Y� H[Ft]QHM� RSUDYH� D� kmene

V� SRUXFKRX� UHNRPELQDþQpKR� PHFKDQL]PX�� �alšiu skupinu tvoria mutanty s doteraz

QHGHILQRYDQRX�SRUXFKRX�UHSDUDþQHM�GUiK\��'DYLHV��������5RVHQ�D�(EHUVROG��������6PDOO
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D�*UHLPDQQ������D�E��3RUWQH\�D�5RVHQ��������9OþNRYi�D�9OþHN��������6PDOO��������9OþHN

HW� DO��� ������ 9OþHN� HW� DO��� ������ 3RGVWDYNRYi� HW� DO��� ������ 3RGVWDYNRYi� HW� DO��� �����

3RGVWDYNRYi�HW�DO���������0LDGRNRYi�HW�DO���������9OþHN�HW�DO���������9OþHN�HW�DO��������

Slivková et al., 1998).

6QDK\�YLDFHUêFK�DXWRURY�R�L]ROiFLX��DOãtFK�NPH�RY��FLWOLYêFK�QD�U{]QH�PXWDJpQ\�

DNR� DM� R�PROHNXOiUQX� DQDOê]X� WêFKWR� NPH�RY�� GiYDM~� SUHGSRNODG\�� åH� L� SUL� ULDVDFK� sa

Y� NUiWNRP� þDVH� GRSOQLD� PHG]HU\� Y� QDãLFK� SR]QDWNRFK� R� þLQQRVWL� LFK� UHSDUDþQêFK

systémov.

������5HSDUDþQp�PHFKDQL]P\�SULDPR�RGVWUD�XM~FH�SRãNRGHQLH�'1$

5HSDUDþQp� V\VWpP\�SDWULDFH�GR� WHMWR� VNXSLQ\�RSUDYXM~� OHQ�XUþLWê� W\S�SRãNRGHQLD� D� MHKR

reverziou in situ�REQRYXM~�S{YRGQê�VWDY�UH"D]FRY�'1$�

1.2.1.1 Fotoreaktivácia

Fotoreaktivácia je jednokrokovým opravným procesom, pri ktorom katalyzuje enzým

fotolyáza na svetle závislú opravu pyrimidínových dimérov (Sancar, 1992; Kim et al.,

1993; Sancar, 1994). DNA fotolyáza je v prírode rozšírený enzým nájdený pri

PLNURRUJDQL]PRFK��UDVWOLQQêFK�DM�åLYRþtãQ\FK�EXQNiFK��<DVXL�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).

)RWRO\i]\�PLNURRUJDQL]PRY�D�YLDFHUêFK�GUXKRY�åLYRþtFKRY�RGVWUD�XM~� OHQ� MHGHQ

W\S� SRãNRGHQLD� LQGXNRYDQpKR� 89� åLDUHQtP� ±� S\ULPLGtQRYp� GLPpU\� F\NOREXWiQRYpKR

typu. Fotolyázy hmyzu a vyšších rastlín sú menej špecifické a katalyzujú aj opravu (6-4)

fotoproduktov (Todo et al., 1993; Kim et al., 1994; Chen et al., 1994).

7HQWR� V\VWpP� MH� HYROXþQH� ]DNRQ]HUYRYDQê� RG� EDNWpULt� Då� SR� cicavcov

a predpokladá sa aj jeho úloha pri opravách v tme (Yamamoto et al., 1983). Zistilo VD��åH

'1$� IRWRO\i]D� ]Y\ãXMH� ~þLQQRV"� QXNOHRWLGRYHM� H[Ft]QHM� UHSDUiFLH� SUL� E. coli, aj pri

kvasinkách (Sancar et al., 1984a; Myles et al., 1987; Sancar a Smith, 1989). Toto viedlo

NX�NRQãWDWRYDQLX�� åH�'1$� IRWRO\i]D� E\�PRKOD� E\"� V~þDV"RX� H[Ft]QHM� UHSDUDþQHM� GUiK\
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(Myles et al., 1987; Sancar a Smith, 1989). Predpokladá VD�� åH� '1$� IRWRO\i]D� SR

QDYLD]DQt� QD� PLHVWR� SRãNRGHQLD� VS{VREXMH� NRQIRUPDþQp� ]PHQ\� '1$� D� XPRå�XMH� WDN

HQ]êPRYpPX� NRPSOH[X� H[Ft]QHM� UHSDUDþQHM� GUiK\�� NWRUê� QDãWLHSXMH� '1$� Y� XUþLWHM

Y]GLDOHQRVWL�RG�SRãNRGHQLD���DKãLH�UR]SR]QD"�WDNpWR�SRãNRGHQLH��6DQFDU�D�6PLWK��������

1D� GUXKHM� VWUDQH�� HIHNWtYQRV"� IRWRUHDNWLYiFLH� MH� SUL eukaryotoch ovplyvnená štruktúrou

chromatínu. Zistilo VD��åH�SUL S. cerevisiae, na rozdiel od nukleotidovej opravy, fotolyáza

rýchlejšie opravuje pyrimidínové diméry v úsekoch mimo nukleozómov, v ktorých sa

nachádzajú napr. aj promótory aktívnych génov (Suter et al., 1997).

1.2.1.2 Oprava spórových fotoproduktov

Tento typ opravy je špecifickým pre spóry B. subtilis, ktorých DNA je priestorovo

XVSRULDGDQi� GR� NRQIRUPDþQpKR� VWDYX� $�� 3R� S{VREHQt� 89�åLDUHQLD� Y�  takejto DNA

vznikajú, namiesto pyrimidínových dimérov cyklobutánového typu, 5-tyminyl-5-6-

GLK\GURW\PtQ\�� NWRUp� VD� R]QDþXM~� DNR� VSyURYp� IRWRSURGXNW\� �6HWORZ�� ������� Tieto

poškodenia sú opravované lyázou, ktorá štiepi C-C väzbu medzi dvoma tymínmi.

K�DNWLYiFLL� Y\åDGXMH� HQHUJLX�� DOH� QLH� VYHWOR� �)DMDUGR�&DYD]RV� et al., 1993). Detailný

mechanizmus opravy ešte nie je známy.

1.2.1.3 Oprava alkylovaných báz a alkylfosfotriesterov

Tento systém opravuje poškodenia DNA vzniknuté po pôsobení chemických agensov,

ktoré alkylujú DNA (napr. MNNG, MMS, MNU) a dávajú vznik O-alkylovaným alebo

N-alkylovaným produktom. Spomedzi nich sú O6alkylguanín a O4alkyltymín pre bunku

QDMQHEH]SHþQHMãLH�� SUHWRåH� VS{VREXM~� FK\EQp� SiURYDQLH� Ei]� SRþDV� UHSOLNiFLH� '1$�

Zistilo VD�� åH� PXWDJpQQ\� SRWHQFLiO� WêFKWR� DON\ORYDQêFK� Ei]� VSRþtYD� Y� WHQGHQFLL� '1$

SRO\PHUi]\� þtWD"�26alkylguanín ako adenín a O4alkyltymín ako cytozín, potom sa teda

O6alkylguanín chybne páruje s tymínom a O4alkyltymín s guanínom (Friedberg et al.,

1995).
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9� V~YLVORVWL� V� RSUDYRX� DON\ODþQêFK� SRãNRGHQt� ERO� SUL� E. coli  objavený

D�SUHãWXGRYDQê�LQGXFLELOQê�SURFHV�R]QDþRYDQê�DNR�DGDSWtYQD�RGSRYH���K jeho indukcii

GRFKiG]D� ~þLQNRP� Qt]NHM�� QHPXWDJpQQHM� GiYN\� DON\ODþQHM� OiWN\�� $N� SR� QHM� QDVOHGXMH

Y\ããLD��PXWDJpQQD�GiYND�WHM�LVWHM��DOHER�LQHM�DON\ODþQHM�OiWN\��MH�MHM�PXWDJpQQ\�D�OHWiOQ\

~þLQRN�QLåãt�Y�SRURYQDQt�V�WRXWR�Y\VRNRX�GiYNRX�VDPRWQRX��-HJJR�et al., 1977; Samson a

&DLUQV�� ������� =� WRKR� Y\SOêYD�� åH� Y\VWDYHQLH� EXQLHN� E. coli subletálnym dávkam

DON\ODþQpKR� DJHQVX� YHGLH� N� ]YêãHQHM� UH]LVWHQFLL� N� PXWDJpQQHPX� D� OHWiOQHPX� ~þLQNX

QiVOHGQêFK�GiYRN�DON\ODþQHM�OiWN\��6DPVRQ�D�&DLUQV��������

Pri E.coli bol izolovaný proteín s metyltransferázovou aktivitou (O6metylguanín

DNA metyltransferáza - O6MGT I, Ada proteín), ktorý prenáša alkyl skupinu na SH-

skupinu dvoch vlastných cysteínových zvyškov tvoriac tak S-metylcysteín na proteíne.

Cysteín v polohe 321 (na C-terminálnom konci) je akceptorom alkylových skupín z O-

alkylovaných báz na DNA. Druhým alkylovaným cysteínom je cysteín v polohe 69, ktorý

je akceptorom alkylových skupín pri alkylfosfotriesteroch. Naviazaním alkyl skupiny na

molekulu O60*7�,�GRFKiG]D�N� LQDNWLYiFLL� HQ]êPX� D�SUHWR� VD� WHQWR� HQ]êP�R]QDþXMH� DM

DNR�VHEHYUDåHGQê�HQ]êP��ÄVXLFLGH�HQ]\PH³��<DURVK��������/LQGDKO�HW�DO�������; Daniels

a Tainer, 2000). Alkylácia cysteínového zvyšku alkyltransferázy v polohe 69 spôsobuje

NRQIRUPDþQ~�]PHQX�SURWHtQX��NWRUê�VD�PHQt�QD�VLOQê�WUDQVNULSþQê�DNWLYiWRU�YLDå~FL�VD�QD

promótor génov Ada operónu. Výsledkom je zvýšená transkripcia a translácia (Shevell et

al., 1990).

Bunky E.coli�REVDKXM~�DM��DOãt�HQ]êP�V�PHW\OWUDQVIHUi]RYRX�DNWLYLWRX��R]QDþHQê

ako O6MGT II (19 kDa) a kódovaný génom ogt. Tento enzým sa od O6MGT I enzýmu

OtãL� WêP�� åH� QLH� MH� LQGXFLELOQê� Qt]N\PL� GiYNDPL� DON\ODþQpKR� DJHQVX�� Pi� QLåãLX

PROHNXORY~�KPRWQRV"�D�QHRGVWUD�XMH�PHW\O�VNXSLQ\�]�PHW\OIRVIRWULHVWHURY��5HEHFN�HW�DO��

1988).

Alkyltransferázy boli nájdené pri všetkých doteraz testovaných heterotrofných

organizmoch a�Y\ND]XM~� Y\VRNê� VWXSH�� HYROXþQHM� NRQ]HUYRYDQRVWL� �3HJJ� et al., 1995,

Memisoglu a Samson, 1996).

8� þORYHND� ERO� L]RORYDQê� ����� N'D� SURWHtQ� V� 26MGT aktivitou, ktorý vykazuje

YH�PL� Qt]NX� VHNYHQþQ~� KRPROyJLX� V� EDNWHULiOQ\PL� HQ]êPDPL� D� QHRGVWUD�XMH

alkylfosfotriestery (Dusenbery a Smith, 1996).
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Pri kvasinkách sa gény s analogickou úlohou ako alkyltransferázový systém pri

E.coli�]LVWLOL�Då�Y�SRVOHGQêFK�URNRFK��þR�V~YLVt�V�PDOêP�SRþWRP�PROHN~O� WRKWR�HQ]êmu

Y�EXQNH�D�SUHWR�QiURþQRX�GHWHNFLRX�Y�EXQNRYêFK�H[WUDNWRFK��$ON\WUDQVIHUi]RYê�systém

SUL�NYDVLQNiFK��VD�SRGDULOR�SRWYUGL"�Då�SR�L]ROiFLL�JpQX�R]QDþHQpKR MGTI, ktorý kóduje

O6alkylguanínDNAalkyltransferázu (Sassanfar a Samson, 1990).

Pri rastlinách ešte�QHEROD�GRNi]DQi�SUtWRPQRV"�26MGT (Britt, 1996).

1.2.1.4 Ligácia zlomov

/LJiFLX� MHGQR� D� GYRMUH"D]FRYêFK� ]ORPRY�� NWRUp� Y]QLNDM~� K\GUROê]RX� IRVIRGLHVWHURYêFK

Yl]LHE� GYRMUH"D]FRYHM� '1$� SR� S{VREHQt� U{]Q\FK� DJHQVRY� �QDSU�� LRQL]DþQp� åLDUHQLH)

D� PDM~� OHWiOQ\� ~þLQRN�� ]DEH]SHþXM~� HQ]êP\� '1$� OLJi]\�� .H�åH� YãHWN\� '1$� OLJi]\

Y\åDGXM~� YR�Qp� NRQFH� QD�PROHNXOH�'1$�EH]� FKêEDM~FLFK� QXNOHRWLGRY� Y�PLHVWH�zlomu

D�SUtWRPQRV"�SUL�DKOêFK����2+�D����3�NRQFRY�� WêPWR�VS{VRERP�P{åX�E\"�RSUDYHQp�LED

UH"D]FRYp�]ORP\�Y\]QDþXM~FH�VD� WêPLWR�YODVWQRV"DPL��.RUQEHUJ�D�%DNHU��������7LPVRQ

et al., 2000). 2VWDWQp� ]ORP\� UH"D]FRY�'1$� V~� RSUDYRYDQp� ]ORåLWHMãtPL�PHFKDQL]PDPL

opísanými neskôr.

������5HSDUDþQp�V\VWpP\�RSUDYXM~FH�SRãNRGHQLD�'1$�YR�YLDFHUêFK

krokoch

'R� WHMWR� VNXSLQ\� SDWULD� NRPSOH[QHMãLH� PHFKDQL]P\� RSUDY\� '1$�� NWRUp� RGVWUD�XM~

poškodenie jeho vyštiepením z�PROHNXO\� '1$� �H[Ft]LRX�� DOHER� XPRå�XM~� EXQNH

WROHURYD"� SRUXFKX� ãWUXNW~U\�'1$� UHNRPELQiFLRX� DOHER� V\QWp]RX�'1$� FH]� SRãNRGHQLH

(Wood, 1996).

1.2.2.1 Excízia poškodeného úseku

([Ft]LD�SRãNRGHQpKR�~VHNX�SDWUt�PHG]L�QDMUR]ãtUHQHMãt�D�GRSRVLD��QDMOHSãLH�SUHãWXGRYDQê

PHFKDQL]PXV� RSUDY\� '1$� SRãNRGHQt�� -H� VFKRSQi� UHSDURYD"� QDMãLUãLH� VSHNWUXP
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SRãNRGHQt�� NWRUp� EROL� Y\YRODQp� 89� åLDUHQtP� D� QLHNWRUêPL� FKHPLFNêPL� DJHQVDPL�� -H

]QiP\FK� QLHNR�NR� HQ]\PDWLFNêFK� PHFKDQL]PRY�� SRPRFRX� NWRUêFK� dochádza

k vyštiepeniu poškodených báz v bunkách. ,GH� EX�� R� RSUDYX� PRQRDGXNWRY� �Ei]RYi

excízna oprava - BER), o opravu rozsiahlejších poškodení (nukleotidová excízna oprava -

1(5��� DOHER� R� RSUDYX� FK\EQH� VSiURYDQêFK� Ei]� Y]QLNQXWêFK� SRþDV� UHSOLNiFLH� '1$

(„mismatch“ oprava).

1.2.2.1.1 Bázová excízna oprava

%i]RYi� H[Ft]QD� RSUDYD� SUHGVWDYXMH� PHFKDQL]PXV�� NWRUêP� EXQN\� RGVWUD�XM~

modifikované bázy, apurínové D�DS\ULPLGtQRYp�PLHVWD�D�MHGQRUH"D]FRYp�]ORP\��2EU������

(Seeberg et al., 1995). Tieto typy poškodení vznikajú v bunke prirodzene dôsledkom

metabolizmu alebo vplyvom vonkajších faktorov ako napr. DON\ODþQêPL� D� R[LGDþQêPL

OiWNDPL��LRQL]XM~FLP�åLDUHQtP�DOHER�XOWUDILDORYêP�åLDUHQtP�W\SX�$�D�%��)ULHGEHUJ�HW�DO��

������� 9UiPFL� Ei]RYHM� H[Ft]QHM� RSUDY\� �%(5�� GRFKiG]D� N� H[Ft]LL�� þLåH� Y\ãWLHSHQLX

SRãNRGHQHM� Ei]\�� NWRUi� QHPXVt� PHQL"� ãWUXNW~UX� '1$�� DOH� P{åH� VS{VRERYD"� FK\EQp

SiURYDQLH�SRþDV�UHSOLNiFLH�D�YLHV"�WDN�N�Y]QLNX�PXWiFLH��'XVHQEHU\�D�6PLWK��������

%(5� MH� LQLFLRYDQi�EX�� VSRQWiQQRX�VWUDWRX�Ei]\� DOHER� U{]Q\PL�PRGLILNRYDQêPL

bázami, ktoré sú rozpoznávané a štiepené špecifickými  DNA glykozylázami. DNA

JO\NR]\Oi]\� NDWDO\]XM~� K\GUROê]X� 1�JO\NR]LGLFNêFK� Yl]LHE� YLDå~FLFK� QLHNWRUp� W\S\

chemicky zmenených báz na deoxyribózo-fosfátovú kostru DNA. Výsledkom pôsobenia

DNA glykozylázy je vznik apurínového alebo apyrimidínového miesta (AP miesto).

2GVWUiQHQLH� $3� PLHVWD� ]DEH]SHþXM~� HQ]êP\� $3� HQGRQXNOHi]\� DOHER� $3� O\i]\�� NWRUp

špecificky rozpoznávajú AP miesta a vytvárajú zárezy (incízie) v DNA hydrolýzou

fosfodiesterovej väzby na strane k AP miestu (Sakumi a Sekiguchi, 1990). Takto vznikajú

terminálne deoxyribózofosfátové zvyšky, ktoré sú potom odstránené nukleázami

R]QDþHQêPL� H[RQXNOHi]\�� 1D� UR]GLHO� od DNA glykozyláz a AP endonukleáz,

exonukleázy nie sú enzýmami špecifickými pre opravu DNA, ale degradujú DNA na

YR�QêFK�NRQFRFK��WLH��NWRUp�VD�]~þDVW�XM~�SUL�H[Ft]QHM�RSUDYH��VD�R]QDþXM~�DM�DNR�'1$

deoxyribofosfodiesterázy) (Wood, 1996). Výsledkom je teda jednonukleotidová medzera
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na DNA, ktorá je potom zaplnená pomocou DNA polymerázy β alebo DNA polymerázy

δ�D�'1$�OLJi]D�VSRMt�QRYê�QXNOHRWLG�V�S{YRGQêP�UH"D]FRP��%ULWW��������6HHEHUJ�HW�DO��

1996; Lloyd, 1998).

Obr. 1.5 Schéma bázovej excíznej opravy. (Prevzaté z Friedberg et al., 1995)

9lþãLQD�'1$�JO\NR]\Oi]�SDWUt�PHG]L�Y\VRNR�ãSHFLILFNp�HQ]êP\�RGVWUD�XM~FH�XUþLWê�W\S

poškodenia, pre niektoré je však charakteristická pomerne široká substrátová špecifita.

'RWHUD]�]QiPH�'1$�JO\NR]\Oi]\�PRåQR�na základe genetických a biochemických štúdií

UR]GHOL"�GR�GYRFK�WULHG��'R�SUYHM�WULHG\�SDWULD�PRQRIXQNþQp�'1$�JO\NR]\Oi]\�DNR�QDSU�

uracil DNA glykozyláza (UNG), ktoré štiepia N-glykozidickú väzbu za vzniku AP miesta

(Krokan et al., 1997; Parikh et al., 2000; Pearl, 2000). Následne je AP miesto rozpoznané

AP endonukleázou (APE), ktorá štiepi DNA fosfodiesterovú väzbu QD��ï�VWUDQH�]D�Y]QLNX

�ï��2+�D��ï��NRQFD�V�IRVIRULEózovým zvyškom (Doetsch a Cunningham, 1990; Mol et al.,

2000; Piersen et al., 2000). 'UXK~� WULHGX� WYRULD� ELIXQNþQp� HQ]êP\�� NWRUp� PDM~� SRSUL

glykozylázovej aj lyázovú aktivitu ako napr. 8-oxoguanín DNA glykozyláza/AP lyáza

(OGG) a ktoré po odstránení bázy štiepia fosfodiesterovú väzbu na 3ï��VWUDQH�$3�PLHVWD
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(Cunningham, 1997). Výsledkom takejto incízie je prirodzený 5ï� �NRQLHF� V� IRVIátovým

zvyškom a 3ï� �NRQLHF��NWRUê�Y\åDGXMH�~SUDYX�$3�HQGRQXNOHi]RX� ,,��ï� �� GLHVWHUázou. 3ï

2+�NRQLHF� VO~åL� DNR� SULPHU� SUH� UHSDUDþQ~� V\QWp]X� NDWDO\]RYDQ~� '1$� SRO\PHUi]RX� �

(Bennet et al., 1997; Beard a Wilson, 2000).

$3�PLHVWD�YãDN�P{åX�E\"�RSUDYHQp�L�DOWHUQDWtYQRX�FHVWRX��W]Y��³long-patch” BER,

SUL�NWRUHM�LGH�R�H[Ft]LX�SULEOLåQH�����QXNOHRWLGRY��0DWVXPRWR�HW�DO�������; Parikh et al.,

1999). DNA polymeráza /�DOHER�0�Y�NRRSHUiFLL�V��DOãtPL�NRPSRQHQWDPL��3&1$�D�5)&�±

UHSOLNDþQê� IDNWRU� &�� RGVWUiQLD� SRþDV� UHSDUDþQHM� V\QWp]\� SRãNRGHQê� ~VHN� ]D� Y]QLNX� �ï

Y\þQLHYDM~FHKR� VV'1$� YOiNQD� �6WXFNL� et al., 1998). Táto špecifická štruktúra je

rozpoznaná FEN-1 endonukleázou (“flap endonuclease 1”), ktorá interaguje s PCNA

D� '1$� OLJi]D� ,� QD� ]iYHU� ]QRYX� ]DEH]SHþt� VSRMHQLH� QRYRV\QWHWL]RYDQpKR� ~VHNX

k pôvodnej DNA.

DNA glykozylázy boli nájdené aj pri kvasinkách S. cerevisiae. Gén NTG1 kóduje

proteín homologický endonukleáze III E. coli, gén MAG1 kóduje DNA glykozylázu

RGVWUi�XM~FX�PHW\ORYDQp�Ei]\�]�'1$�D�JO\NR]\Oi]RY~�O\i]RY~�DNWLYLWX�PDM~�DM�SURGXNW\

�DOãtFK�JpQRY��OGG1, OGG2) (Glassner et al., 1998). DNA glykozylázy boli nájdené aj

SUL�PQRKêFK�LQêFK�RUJDQL]PRFK��YUiWDQH�þORYHND��&XQQLQJKDP��������

1.2.2.1.2 Nukleotidová excízna oprava

9UiPFL�QXNOHRWLGRYHM�H[Ft]QHM�RSUDY\�UR]SR]QiYD�UHSDUDþQê�NRPSOH[�QDMãLUãLH�VSHNWUXP

DNA poškodení (Britt, 1996; Wood, 1996). Na základe genetickej komplexnosti

nukleotidovej excíznej opravy pri baktérii E. coli, kvasiniek a cicavcov sa predpokladá,

åH� QXNOHRWLGRYi� H[Ft]QD� UHSDUiFLD� �1(5�� MH� Y\VRNR� NRQ]HUYRYDQi� Y� HYRO~FLL� D� MH

XVNXWRþ�RYDQi�SURVWUHGQtFWYRP�PXOWLSURWHtQRYpKR�NRPSOH[X��W]Y�� repairozómu, ktorý je

]RVWDYHQê�Y�SUHVQH�VWDQRYHQRP�SRUDGt�QD�PLHVWDFK�NRQIRUPDþQêFK�]PLHQ�VS{VREHQêFK

poškodeniami DNA (Obr. 1.6) (Friedberg, 1991; Prakash a Prakash, 2000).

NER je detailne preštudovaná najmä na bakteriálnom modeli E.coli�� 9H�Np

PQRåVWYR�PXWDQWRY�D�Y\SUDFRYDQLH� in vitro UHDNFLH�XPRåQLOR�YQLNQ~"�GR�SRGVWDW\�WRKWR
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mechanizmu. V princípe VD� XVNXWRþ�XMH� Y� QDVOHGXM~FLFK� �� NURNRFK�� NWRUp� EROL� QHVN{U

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

1. Rozpoznanie poškodenia - pri E. coli sú za tento krok zodpovedné produkty génov

uvrA+ a uvrB+, ktoré vytvárajú komplex (UvrA)2(UvrB)1. Tento komplex sa

QHãSHFLILFN\�YLDåH� QD�'1$�D� Y�DND� VYRMHM� KHOLNi]RYHM� DNWLYLWH� V� Y\XåLWtP� HQHUJLH

získanej hydrolýzou ATP sa pohybuje po DNA. Ak sa dostane na miesto, kde je

poškodená DNA, (UvrA)2� VD� XYR�Qt� D� Y\WYRUt� VD� VWDELOQê� NRPSOH[� �8YU%�1-DNA

D�'1$�MH�NRQIRUPDþQH�SULSUDYHQi�QD�LQFt]LX��7HQWR�SURFHV�Y\åDGXMH�K\GUROê]X�$73�

NWRUi�VO~åL�na lokálne rozpletenie DNA v poškodenom mieste (Theis et al., 2000).

��� 'YRMLWp� QDãWLHSHQLH� ±� LQFt]LD�� 5R]ãWLHSHQLH� UH"D]FD� SR� RERFK� VWUDQiFK� Y� EOt]NRVWL

SRãNRGHQLD� VD� XVNXWRþQt� SR� QDYLD]DQt� 8YU&� SURWHtQX� QD� NRPSOH[� �8YU)1-DNA.

K naštiepeniu dôjde vo vzdialenosti 7 nukleotidov od poškodenia na 5´ konci a 5

alebo 4 nukleotidy na 3´ konci. 7HQWR�SURFHV�Y\åDGXMH�SUtWRPQRV"�$73�

3. Vyštiepenie – excízia. Nasleduje samotná excízia - odstránenie oligonukleotidu

obsahujúceho poškodenie, za ktoré je zodpovedný produkt génu uvrD+ (DNA

helikáza II). 6SROX� V� XYR�QHQtP� ROLJRQXNOHRWLGX� REVDKXM~FHKR� '1$� SRãNRGHQLH�

GRFKiG]D�DM�N�XYR�QHQLX�8YU& proteínu.

����5HSDUDþQi�V\QWp]D�QRYHM�'1$��SUL�NWRUHM�VD�DNR�WHPSOiW�Y\XåtYD�QHSRãNRGHQê�UH"azec

a ktorú katalyzuje DNA polymeráza I (Pol I).

5.  /LJiFLD�NDWDO\]RYDQi�'1$�OLJi]RX�]DNRQþXMH�SURFHV�1(5�

+RFL� MH� XYHGHQi� SRVWXSQRV"� NURNRY� HYROXþQH� ]DNRQ]HUYRYDQi� RG� EDNWpULt� Då� SR

þORYHND�� QHH[LVWXMH� ãWUXNW~UQD� KRPROyJLD�PHG]L� SURWHtQRYêPL� SRGMHGQRWNDPL�� NWRUp� V~

zahrnuté v NER medzi prokaryontmi a eukaryontmi. Biochemické mechanizmy sú

rozdielne (Petit a Sancar, 1999).

Rozpoznávame dve vzájomne sa prekrývajúce dráhy NER. Jedna – globálna

JHQyPRYi�RSUDYD��**5�±�ÄJOREDO�JHQRPH�UHSDLU³��±�MH�VFKRSQi�HOLPLQRYD"�SRãNRGHQLD

]R� YãHWNêFK� þDVWt� JHQyPX� �+DQDZDOW� D�0HOORQ�� ������ +DQDZDOW�� ������� 1LHNWRUp� W\S\

SRãNRGHQt� RSUDYXMH� **5� YH�PL� UêFKOR� D� ~þLQQH� �QDSU�� 89�LQGXNRYDQp� ���

fotoprodukty), kým iné (napr. UV-indukované cyklobutánové pyrimidínové diméry –

&3'�� SRPDO\� D�PHQHM� ~þLQQH� �0LWFKHO�� ������� 3UHGSRNODGi� VD�� åH� SRPDO\� RSUDYRYDQp

SRãNRGHQLD� XUþLW~� GREX� EUiQLD� WUDQVNULSFLL�� D� SUHWR� VD� Y\YLQXO� GRGDWRþQê� RSUDYQê
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mechanizmus, tzv. WUDQVNULSþQH� YLD]DQi� RSUDYD� �7&5� ±� ÄWUDQVFULSWLRQ�FRXSOHG� UHSDLU³�

�6XJDVDZD� HW� DO��� ������� 7&5� ]DEH]SHþXMH� UêFKOH� D� ~þLQQp� RGVWUiQHQLH� SRãNRGHQt

blokujúcich elongáciu transkripcie RNA polymerázou II (Bohr et al., 1985; Mellon et al.,

1987; Selby a Sancar, 1993). Táto šSHFLDOL]RYDQi�IRUPD�1(5��R]QDþRYDQi�DM�DNR�RSUDYD

VSRMHQi� V� WUDQVNULSFLRX� DOHER� SUHIHUHQþQi� RSUDYD� WUDQVNULERYDQêFK� UH"D]FRY�� Y\åDGXMH

YlþãLQX�WêFK�LVWêFK�SURWHtQRY�DNR�JHQyPRYi�1(5�

Obr. 1.6 Schéma nukleotidovej excíznej opravy. (Prevzaté z Friedberg et al, 1995)

ŠW~GLXP�SUHIHUHQþQHM�RSUDY\�WUDQVNULERYDQêFK�UH"D]FRY�YLHGOR�SUL�E.coli k objaveniu tzv.

transcription-repair coupling factor, TRCF, kódovaného génom mfd+ (Selby a Sancar,

�������$N�G{MGH�SRþDV�WUDQVNULSFLH�N�]DVWDYHQLX�51$�SRO\PHUi]\�QD�PLHVWH�SRãNRGHQLD�

IDNWRU� 75&)� VD� QDYLDåH� QD� WRWR� PLHVWR�� XYR�Qt� 51$� SRO\PHUi]X� D� V\QWHWL]RYDQê

WUDQVNULSW�� XPRåQt� QDYLD]DQLH� �8YU$)2(UvrB)1� NRPSOH[X� D� XVNXWRþQt� VD� 1(5� �6HOE\

a Sancar, 1993). Mutácie v géne RAD26 S. cerevisiae a CSA JpQRFK� X� þORYHND� WLHå

]RGSRYHGDM~�]D�GHILFLHQFLH�Y�SUHIHUHQþQHM�RSUDYH�WUDQVNULERYDQêFK�UH"D]FRY��6ZHGHU�et

DO���������%XFKHOL�HW�DO����������7&5�MH�WHGD�G{OHåLWêP�SRGSRUQêP�V\VWpPRP�na opravu
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poškodení v aktívnych oblastiach genómu, pre ktoré je GGR príliš pomalá (Sugasawa et

al., 1998).

Genetická analýza odhalila pri S. cerevisiae� YH�Np� PQRåVWYR� JpQRY� VSRMHQêch

s excíznou reparáciou (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 skupiny RAD3 (Friedberg HW� DO��� ������� =iNODGQRX� YODVWQRV"RX� WHMWR

HSLVWDWLFNHM�VNXSLQ\�MH�FLWOLYRV"�QD�89�åLDUHQLH��1LH�YãHWN\�PXWDQW\�V~�URYQDNR�FLWOLYp��þR

SUHGSRNODGi� LFK� U{]QX�~ORKX�Y� UHSDUDþQHM� GUiKH��.RPSOH[QRV"� HXNDU\RWLFNpKR�genómu

D�ãWUXNW~UD�FKURPR]yPRY�VL�Y\åDGXMH�SRGVWDWQH�YLDF�SURWHtQRY�]DSRMHQêFK�GR�1(5�DNR

pri E.coli, avšak podstata opravy je rovnaká. Mutácie v RAD1-RAD4 a RAD10 génoch sú

zodpovedné za poruchu incízie DNA (Wilcox a Prakash, 1981). Tieto gény sú teda

]RGSRYHGQp� ]D� SRþLDWRþQ~� Ii]X� 1(5��Okrem toho, mutácia v géne RAD3 má letálny

~þLQRN� �6FKLHVWO� D� 3UDNDVK�� ������� $QDOê]D� PXWDQWRY� rad1 a rad10� QD]QDþLOD�� åH

proteínový komplex Rad1-Rad10 s endonukleázovou aktivitou zohráva úlohu aj

Y� PLWRWLFNHM� UHNRPELQiFLL� D� UHNRPELQDþQHM� RSUDYH� �%DUGZHOO� HW� DO��� ������

V mutantoch ostatných génov zapojených do NER (YL��7DE�������GRFKiG]D�N�LQFt]LL��DM

NH��VR�]QDþQH�UHGXNRYDQRX�IUHNYHQFLRX��3UHGSRNODGi�VD��åH� WLHWR�JpQ\� OHQ�QDSRPiKDM~

alebo regulujú aktivitu génov Rad1-4 a Rad10 (Friedberg et al., 1995).

Na základe doterajších výsledkov VD� SUHGSRNODGi�� åH� DM� SUL� NYDVLQNiFK� MH�1(5

XVNXWRþ�RYDQi� SURVWUHGQtFWYRP�PXOWLSURWHtQRYpKR� NRPSOH[X�� W]Y�� reparozómu, ktorého

V~þDV"RX�MH�DM��WUDQVNULSþQê�LQLFLDþQê�IDNWRU�7),,+��)ULHGEHUJ�HW�DO���������

�DOHM� VD� ]LVWLOR�� åH� SURGXNW\� JpQRY�Rad1 a Rad10 tvoria komplex potrebný pre

LQFt]LX�'1$��DOH�WLHå�V~�SRWUHEQp�SUH�LQWUDFKURPR]RPiOQX�PLWRWLFN~�UHNRPELQiFLX�PHG]L

repetitívnymi sekvenciami (Bailly et al., 1992; Bardwell et al., 1992). Komplex má

endonukleázovú aktivitu, špecificky rozpoznávajúcu spojenie medzi dsDNA a ssDNA

(Bardwell et al., 1994; Tomkinson et al., 1994).

9H�D� SR]QDWNRY� R� PROHNXORYêFK� PHFKDQL]PRFK� 1(5� sa získava z analýzy

klonovaných génov. Samotný RAD3 gén bol získaný fenotypovou komplementáciou

s vysoko citlivým rad3 mutantom. (Higgins et al., 1983; Naumovski a Friedberg, 1988).

Na základe purifikácie bol RAD3 proteín analyzovaný a charakterizovaný ako
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PXOWLIXQNþQê�HQ]êP�PDM~FL�KHOLNi]RY~�D�na DNA závislú ATP-ázovú aktivitu (Higgins

et al., 1983; Friedberg, 1983; Friedberg, 1988; Guzder et al., 1994).

1.2.2.1.3 Oprava chybne spárovaných báz („mismatch korekcia“)

Mechanizmus tzv�ÄPLVPDWFK�NRUHNFLH³�MH�Y\VRNR�HYROXþQH�NRQ]HUYRYDQê�RG�EDNWpULt�Då

SR� þORYHND� �-LULFQ\�� ������ +VLHK�� ������� 7êPWR� WHUPtQRP� VD� R]QDþXMH� RSUDYD� FK\EQH

VSiURYDQêFK� Ei]�� NWRUp�P{åX� Y]QLND"� YLDFHUêPL� VS{VREPL��0HG]L� QDMþDVWHMãLH� VS{VRE\

Y]QLNX� FK\EQH� VSiURYDQêFK� Ei]� SDWULD� UHSOLNDþQp� FK\E\� '1$� SRO\PHUi]\� Y]QLNDM~FH

SRþDV�UHSOLNiFLH�'1$��NWRUp�XQLNQ~�NRUHNþQHM��³SURRIUHDGLQJ´��H[RQXNOHi]RYHM�DNWLYLWH

'1$�SRO\PHUi]��9�WDNRPWR�SUtSDGH�OHåt�FK\EQH�VSiURYDQi�Ei]D�na novosyntetizovanom

UH"D]FL� D� MHM� RSUDYD� ]DEH]SHþt� XGUåDQLH� SUHVQRVWL� JHQHWLFNHM� LQIRUPiFLH�� �alším

mechanizmom vzniku chybne spárovaných báz je tvorba heteroduplexu medzi dvoma

KRPRORJLFNêPL�PROHNXODPL�'1$�SRþDV�UHNRPELQiFLH��&K\EQH�VSiURYDQp�Ei]\�Y]QLNDM~

aj pri deaminácii 5-metylcytozínu alebo vtedy, ak je do DNA vradený chemicky

modifikovaný derivát bázy alebo analóg bázy (Lehmann et al., 1996).

Model „mismatch“ opravy pri E. coli� ]DK��D� ��� IDNWRURY� �/DKXH� HW� DO��� �����,

]� NWRUêFK� �� �0XW6�� 0XW+� D� 0XW/�� SDUWLFLSXM~� YêOXþQH� QD� SURFHVH� RSUDY\� FK\EQH

VSiURYDQêFK� Ei]� �<DQJ�� ������ D� �DOãtFK� �� �0XW8� �8YU'�� �� '1$� KHOLNi]D� ,,�� 6VE� �

VV'1$� YLDå~FL� SURWHtQ�� ([R,� ±� �����H[RQXNOHi]D�� 5HF-� D� ([R9,,� �� �����H[RQXNOHi]\�

'1$� SRO\PHUi]D� ,,,� D� '1$� OLJi]D�� VD� SRGLH�D� DM� QD� �DOãtFK� SURFHVRFK� V~YLVLDFLFK

s metabolizmom DNA (Jiricny, 1998; Leadon a Avrutskaya, 1998). '{OHåLW~� ~ORKX� SUL

UR]SR]QDQt� FK\EQH� VSiURYDQHM� Ei]\� Y� QRYRV\QWHWL]RYDQRP� UH"D]FL� '1$� ]RKUiYD

PHW\OiFLD�PDWHUVNpKR� UH"D]FD� Y�*$7&� VHNYHQFLiFK� �K\SRPHW\ORYDQê� DGHQtQ� Y� SRORKH

����0HFKDQL]PXV� RSUDY\� MH� ]QiP\� Xå� DM� na molekulárnej úrovni (Yang, 2000; Hsieh,

�������1D�0XW6�KRPRGLPpU��NWRUê�UR]SR]QiYD�D�YLDåH�sa na chybne spárované bázy, sa

QDYLDåX�0XW/�D�0XW+�D�Y\WYRULD� UHSDUDþQê�NRPSOH[��NWRUê�SRþDV�$73�]iYLVOHM� UHDNFLH

Y\WYRUt�QD�'1$�VOXþNX��W]Y��Äα-loop“(Allen et al., 1997). MutL aktivuje endonukleázovú

DNWLYLWX� 0XW+�� NWRUi� ãWLHSL� QHPHW\ORYDQê� UH"D]HF� '1$� Y� QDMEOLåãHM� KHPLPHW\ORYDQHM

VHNYHQFLL� *$7&� �PHW\ORYDQê� MH� DGHQtQ��� NWRUi� VO~åL� DNR� UR]SR]QiYDFt� VLJQiO� �Barras
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D�0DULQXV�� ������� 3UHWRåH� N� WHMWR�PRGLILNiFLL� GRFKiG]D� Då� SR� V\QWp]H�'1$�� VHNYHQFLD

*$7&� Y� QRYRV\QWHWL]RYDQRP� UH"D]FL� MH� GRþDVQH� QHPHW\ORYDQi�� $å� zlom

Y� QRYRV\QWHWL]RYDQRP� QHPHW\ORYDQRP� UH"D]FL� XUþt�� NGH� SUHEHKQH� PLVPDWFK� RSUDYD

(Modrich a Lahue, 1996). MutL napomáha 3´:���'1$�KHOLNi]H��8YU'��QDYLD]D"�sa na

toto miesto a tá potom rozpletá duplex prednostne smerom k chybne spárovaným bázam

(Hall et al., 1998). Exonukleáza potom vyštiepi ssDNA nesúcu chybnú bázu a vzniknutá

medzera, stabilizovaná Ssb proteínom, je zaplnená DNA polymerázou III a pripojená

'1$�OLJi]RX�N�S{YRGQpPX�UH"D]FX�

2EU� ��� :DJQHU�0HVHOVRQRY PRGHO SRUHSOLNDþQHM PLVPDWFK NRUHNFLH '1$� �3UHY]DWp ] Friedberg et al ,
1995)

Pri eukaryotických organizmoch je mechanizmus „mismatch“ opravy komplexnejší

(Iwanejko a Jones, 1998; Harfe a Jinks-Robertson, 2000; Nicholson et al., 2000;

Peltomäki, 2001). Pri kvasinkách S. cerevisiae mechanizmus „mismatch“ opravy

Y\åDGXMH���KRPROyJRY�EDNWHULiOQHKR�0XW6��06+��06+���D���KRPROyJ\�0XW/��0/+��

MLH3 a PMS1) (Harfe a Jinks-Robertson, 2000). Nedoriešenou zostáva otázka

UR]SR]QDQLD� QRYRV\QWHWL]RYDQpKR� UH"D]FD�� NH�åH� S. cerevisiae, podobne ako

D. melanogaster, nemetylujú svoju DNA (Leadon a Avrutskaya, 1998). Predpokladá sa,
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åH� UR]SR]QiYDFtP� VLJQiORP� E\� PRKOL� E\"� ]iUH]\� PHG]L� �ï� D� �ï� NRQFDPL� 2ND]DNLKR

IUDJPHQWRY�QD�QRYRV\QWHWL]RYDQRP�UH"D]FL�'1$��+ROPHV�HW�DO���������

��������5HNRPELQDþQi�RSUDYD

5HNRPELQDþQi� RSUDYD� MH� SRWUHEQi� QD� RSUDYX� GYRMUH"D]FRYêFK� ]ORPRY� D� QD� ]DSOQHQLH

PHG]LHU� Y� GFpUVN\FK� UH"D]FRFK�� NWRUp� Y]QLNDM~� ]DVWDYHQtP�'1$� SRO\PHUi]\� Y�PLHVWH

poškodenia a perzistujú po replikácii (Pastink et al., 2001). Zistilo VD��åH�WHQWR�V\VWpP�VD

]~þDVW�XMH� DM� QD� RSUDYH� SRãNRGHQt� LQGXNRYDQêFK� 011*� �'ROOLQJ� HW� DO��� ������

5HNRPELQDþQi� RSUDYD� SUHGSRNODGi� SUtWRPQRV"� GYRFK� VHVWHUVNêFK� UH"D]FRY�� 3URFHVRP

UHNRPELQiFLH� MH� VFKRSQi� ]DSOQL"� PHG]HU\� Y� '1$� GFpUVN\FK� UH"D]FRFK�� .H�åH� DNR

NRPSOHPHQWiUQ\� UH"D]HF� VO~åL� QRYRV\QWHWL]RYDQê� UH"D]HF� VHVWHUVNHM� FKURPDWLG\

(reciproká výmena), výsledná oprava DNA je bezchybná (error-free). Ak VD�YãDN�SRXåLMH

informácia homologického chromozómu alebo z podobných (nie homologických) oblastí

'1$�� Y]QLNi� PRåQRV"� Y]QLNX� ]PHQ\� D� WR� EX�� JpQRYHM� NRQYHU]LH� DOHER� GHOpFLH�

duplikácie a translokácie (nereciproká výmena) (Orr-Weaver a Szostak, 1985; Britt,

������� 6DPRWQp� SRãNRGHQLH� VtFH� ]RVWiYD� QHRSUDYHQp�� DOH� EXQND� MH� VFKRSQi� GRNRQþL"

UHSOLNiFLX�D�SRãNRGHQLH�'1$�P{åH�E\"�RSUDYHQp�H[Ft]QRX�RSUDYRX��3UHWR�QLHNWRUt�DXWRUL

QDPLHVWR� WHUPtQX� UHNRPELQDþQi� RSUDYD�� R]QDþXM~� WHQWR� SURFHV� DNR� SURFHV� WROHURYDQLD

'1$� SRãNRGHQLD� VSRMHQê� V� UHNRPELQDþQêP� SURFHVRP� �)ULHGEHUJ� et al., 1995; Britt,

1996). 3UHVQê�PROHNXOiUQ\�PHFKDQL]PXV�UHNRPELQDþQHM�RSUDY\�HãWH�QLH�MH�]QiP\�

Pri E. coli�KUi�Y�WRPWR�SURFHVH�G{OHåLW~�~ORKX�SURGXNW�JpQX�RecA (Friedberg et al.,

������� -H� WR�PXOWLIXQNþQê� SURWHtQ�� NWRUê� VD� ]~þDVW�XMH�PQRKêFK� G{OHåLWêFK� SURFHVRY� Y

bunke. RecA proteín bol purifikovaný a zistila sa jeho ATP-ázová aktivita závislá na

MHGQRUH"D]FRYHM� '1$� �VV'1$�� �2JDZD� HW� DO��� ������� RecA proteín VD� YLDåH� QD

MHGQRYOiNQRY~� '1$� D� Y� NRPSOH[H� V� �RX� Y\K�DGiYD� KRPRORJLFN~� VHNYHQFLX� QD

GYRMUH"D]FRYHM�'1$��RecBCD proteín, ktorý má helikázovú a exonukleázovú aktivitu,

odvíja DNA duplex od miesta zlomu, degraduje ho z jeho 5´konca, zanechávajúc 3´ OH

ssDNA. Po spárovaní s homologickou DNA VD� Y\WYRUt� NODVLFNê� UHNRPELQDþQê

intermediát známy ako Hollidayova štruktúra (Holliday, 1964) sprostredkovaná proteínmi
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RuvA, RuvB, RuvC a RecG �$GDPV�HW�DO����������1D�UHNRPELQDþQHM�RSUDYH�sa pri E. coli

]~þDVW�XM~� DM��DOãLH� JpQ\� �recN, uvrD, recF a recJ) (Shinogara a Ogawa, 1995). Pri

UHNRPELQiFLL�GRFKiG]D�N�YêPHQH�VHVWHUVNêFK�UH"D]FRY�V�YH�NRV"RX�Då�QLHNR�NR�NLOREi]�

(XNDU\RWLFNp� RUJDQL]P\� GLVSRQXM~� SULQFLSLiOQH� GYRPD� ]iNODGQêPL� UHSDUDþQêPL

dráhami na opravu DSB.

1. homologická rekombinácia, v rámci ktorej poškodený úsek DNA získa

genetickú informáciu z nepoškodeného homológu (napr. sesterskej

chromatidy, homologického chromozómu) (Thacker, 1999)

2. nehomologická oprava alebo tzv. “end-joining”, v ktorej ide o spojenie dvoch

'6%� EH]� SRWUHE\� YêUD]QHM� VHNYHQþQHM� KRPROyJLH� PHG]L� NRQFDPL� '1$

(Kanaar et al., 1998).

Hoci obidve dráhy sú vysoko konzervované RG� EDNWpULt� SR� þORYHND�� Y� MHGQRGXFKêFK

eukaryotoch, akými sú napr. S. cerevisiae, je dominantná homologická rekombinácia, v

FLFDYþtFK�EXQNiFK�SUHYOiGD�SUL�RSUDYH�'6%�QHKRPRORJLFNi�RSUDYD��7DNDWD�HW�DO��������

Pastink et al., 2001).

Obr. ��� 6FKpPDWLFNp ]Qi]RUQHQLH PHFKDQL]PRY ]~þDVW�XM~FLFK VD RSUDY\ GYRMUH"D]FRYêFK ]ORPRY SUL

eukaryotoch. a) homologická rekombinácia, b) nehomologická oprava, tzv. end-joining, c) naviazanie
jednovláknových úsekov (Prevzaté z Pastink et al.;2001)
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9�V~þDVQRVWL�VD�DNR�WUHWt�W\S�UHSDUDþQHM�GUiK\�QD�RSUDYX�'6%�XYiG]D�W]Y��³single-strand

annealing” (naviazanie jednovláknových úsekov) (Pastink et al., 2001). Je to vlastne

špecifická forma homologickej rekombinácie, ktorá je závislá na prítomnosti

repetitívnych sekvencií v okolí DNA poškodenia. Jej výsledkom je delécia úseku DNA

nachádzajúcim sa medzi týmito sekvenciami, preto ide o tzv. nekonzervatívny

mechanizmus (Pastink et al., 2001).

Kvasinky S. cerevisiae sú výborným modelovým objektom pre štúdium

UHNRPELQDþQHM� RSUDY\� D� SDWULD� N� RUJDQL]PRP�� SUL� NWRUêFK� MH� WiWR� RSUDYD� QDMOHSãLH

SUHãWXGRYDQi��-HGQêP�]�KODYQêFK�G{YRGRY�MH�PDOi�YH�NRV"�FKURPR]yPRY��NWRUp�VD�GDM~

�DKNR� L]RORYD"� D� RSUDYD� GYRMUH"D]FRYêFK� ]ORPRY� VD� Gi� GHWHJRYD"� DQDOê]RX� GLVWULE~FLH

molekulovej hmotnosti chromozomálnej DNA v sacharózovom gradiente.

3UL� NYDVLQNiFK� V~� PXWDQW\� V� SRUXFKRX� Y� UHNRPELQDQþQHM� RSUDYH� ]DUDGHQp� GR

epistatickej skupiny RAD52 (Lewis HW� DO��� ������� 0XWDQW\� Y� JpQRFK� R]QDþHQêFK� DNR

RAD50 - RAD57 Y\ND]XM~�FLWOLYRV"�QD�åLDUHQLH�D�FKHPLFNp�DJHQV\��NWRUp�LQGXNXM~�]ORP\

QD� FKURPR]yPRFK�� SULþRP� PXWDQW\� rad51, 52 a 54 sú extrémne citlivé a mutanty

RVWDWQêFK�JpQRY�Y\ND]XM~�PLHUQHMãLX�FLWOLYRV"��+D\QHV�D�.XQ]��1984  Friedberg, 1988).

Produkty týchto génov VD�SRGLH�DM~�QD�VSRQWiQQHM�D�LQGXNRYDQHM�PLWRWLFNHM�UHNRPELQiFLL�

meiotickej rekombinácii a na „prepínaní“ párovacieho typu (Haynes a Kunz 1981;

Malone, 1983; Orr-Weaver a Sztostak, 1985; Hays et al., 1995; Shinohara a Ogawa,

1995). Rad52� SURWHtQ� ���� N'D�� LQWHUDJXMH� V� VV'1$� YLDå~FLP� SURWHtQRP� �Rpa)

D�XPRå�XMH�QDYLD]DQLH�Rad51 na ssDNA (Shinohara et al., 1998). Produkt RAD51 génu

����N'D��Y\ND]XMH�IXQNþQ~�DM�ãWUXNW~UQX�KRPROyJLX�V�RecA proteínom E. coli (Ogawa et

al., 1993; Baumann a West, 1998) a katalyzuje na ATP závislé homologické párovanie

D� YêPHQX� VHVWHUVNêFK� UH"D]FRY� '1$� �7KDFNHU�� ������� Rad54 proteín je štruktúrne

príbuzný rodine SW1/SNF2 génov, do ktorej patia DNA helikázy, ale jeho presná funkcia

ešte nie je známa (Shinogara a Ogava, 1995; Clever et al., 1997). Pri štúdiu

UHNRPELQDþQHM� RSUDY\� EROL� ]LVWHQp� SULDPH� LQWHUDNFLH� SURWHtQRY�Rad51, Rad52, Rad55,

Rad57 a Rpa, ktoré vytvárajú multiproteínový komplex, tzv. „rekombinozóm“ (Thacker,

1999).
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1.2.2.3 Syntéza DNA cez poškodenie

6\QWp]D� '1$� FH]� SRãNRGHQLH� �WUDQVOp]QD� V\QWp]D�� SDWUt� WLHå� PHG]L� PHFKDQL]P\

tolerujúce poškodenie (Friedberg HW� DO��� ������� -H� G{OHåLWêP� EXQNRYêP�PHFKDQL]PRP�

NWRUê�XPRå�XMH�SUHNRQD"�blok v replikácii spôsobený poškodením DNA, ktorý pre bunku

]QDPHQi� YiåQH� RKUR]HQLH� åLYRWDVFKRSQRVWL�� 1LHNWRUp� RUJDQL]P\� YODVWQLD� WHQWR

inducibilný typ opravy, pomocou ktorej VD� P{åX� Y\KQ~"� OHWiOQHPX� ~þLQNX� QLHNWRUêFK

poškodení (Kimball, 1987). Najlepšie je preštudovaný SOS systém pri E. coli, kde bol

opísaný ako tzv. SOS oprava, riadená génmi recA a lexA, ktorá je spojená so zvýšenou

frekvenciou mutácií a je známa aj ako mutagénna alebo error-prone oprava (Liu a

Tessman, 1990; Sutton HW�DO����������626�RGSRYH��]DK��D�H[SUHVLX�SULEOLåQH����JpQRY�

ktoré sú regulované LexA a RecA proteínmi (Fernandez De Henestroza et al., 2000).

Princíp tejto odpovede buniek E.coli� MH�Xå�]QiP\�DM�na molekulárnej úrovni (Little and

Mount, 1984). V bunkách E. coli s nepoškodenou DNA pôsobí produkt génu lexA+ ako

represor (väzbou na operátorové sekvencie) viac ako 20 génov, vrátane recA+ a lexA+. Ak

je genóm E.coli poškodený alebo je inhibovaná replikácia DNA, vnútrobunkový signál

VSXVWt�626�RGSRYH���7êPWR�YQ~WUREXQNRYêP�VLJQiORP�V~�~VHN\�MHGQRYOiNQRYHM�'1$�

ktorá sa objavuje práve vtedy, ak dôjde k zablokovaniu replikácie vplyvom poškodenia

DNA alebo iným spôsobom. RecA proteín VD� Y� SUtWRPQRVWL� $73� YLDåH� QD� REODV"

jednovláknovej DNA a tým dochádza k jeho aktivácii. Molekuly LexA represora

interagujú s týmto nukleoproteínovým komplexom (Takahashi a Schnarr, 1989).

Výsledkom tejto interakcie je proteolytické štiepenie LexA proteínu QD� SUHVQH� XUþHQRP

PLHVWH��/LWWOH���������GRFKiG]D�N�MHKR�LQDNWLYiFLL�DNR�UHSUHVRUD��]QLåXMH�VD�SRþHW�PROHN~O

LexA v bunke a naopak zvyšujú sa hladiny produktov génov zodpovedných za SOS

RGSRYH��� 7iWR� DNWLYLWD� RecA proteínu VD� QD]êYD� NRSURWHi]RYi�� SUHWRåH� VWLPXOXMH

samoštiepenie LexA� UHSUHVRUD�� þtP� XUêFK�XMH� MHKR� ãWLHSHQLH� �:DONHU�� ������� $N� VD

jednovláknová DNA postupne vytráca (t.j. poškodenie DNA je odstránené), RecA

PROHNXO\� SUHVWDQ~� E\"� DNWLYRYDQp� D� SRNUDþXM~FD� V\QWp]D� LexA proteínu zvyšuje jeho

KODGLQX� Y� EXQNH�� þR� YHGLH� N� UHSUHVLL� 626� JpQRY� D� QiYUDWX� GR� S{YRGQpKR� VWDYX�bunky

s nízkou hladinou RecA proteínu (Friedberg et al., 1995). Pod kontrolou LexA represora

sú aj gény dinB a umuC, D, ktoré VD�]~þDVW�XM~�QD�W]Y��transléznej syntéze (Sutton et al.,
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2000). Zistilo VD�� åH�8PX'�2C komplex je DNA polymerázaV, ktorá katalyzuje error-

prone transléznu syntézu a replikuje DNA aj cez poškodenie, ktoré by inak pôsobilo ako

blok pre replikáciu (Tang et al., 1999; Bridges, 2001; Wang, 2001). DinB kóduje DNA

polymerázu IV, ktorá VD�WLHå�]~þDVW�XMH�QD�HUURU�SURQH�WUDQVOp]QHM�V\QWp]H��:DJQHU�HW�DO��

1999).

0HG]L��DOãLH�JpQ\�]~þDVW�XM~FH�sa SOS odpovede a regulované LexA represorom

SDWULD� JpQ\� H[Ft]QHM� UHSDUDþQHM� GUiK\� uvrA, uvrB, uvrD�� �DOHM� JpQ\� SRWUHEQp� SUH

rekombináciu ruvA, ruvB, recN a niektoré gény potrebné pri regulácii bunkového delenia

(Friedberg et al., 1995).

Procesy tolerancie DNA pri eukaryotoch sú komplexnejšie a v porovnaní

V� SURNDU\RWPL� RYH�D� PHQHM� SUHãWXGRYDQp�� Najlepšie preštudovaným eukaryotickým

modelovým objektom je kvasinka S. cerevisiae. Na mutagénnej oprave pri S. cerevisiae

VD� SRGLH�D� VNXSLQD� JpQRY� R]QDþRYDQêFK� DNR�RAD6 epistatická skupina (Broomfield et

DO��� ������� 7iWR� VNXSLQD� MH� QDMUR]PDQLWHMãRX� D� ]iURYH�� QDMPHQHM� SUHVN~PDQRX� ]R

všetkých epistatických skupín. Mutanty patriace do RAD6 skupiny sú citlivé na UV- a X-

åLDUHQLH�� DON\ODþQp� DJHQV\� D� OiWN\� VS{VREXM~FH� NUtåRYp� Yl]E\� D� PDM~� defekt

v indukovanej mutagenéze (Friedberg et al., 1991).

+ODYQêP� SUHGVWDYLWH�RP� WHMWR� VNXSLQ\� MH� RAD6 gén. rad6 mutanty majú

FKDUDNWHULVWLFNê�SOHLRWURSQê� IHQRW\S��Y\ND]XM~�FLWOLYRV"�N� U{]Q\P�'1$�SRãNRG]XM~FLP

DJHQVRP� ]DK��DM~FLP�89�� D� ;� åLDUHQLH�� DON\ODþQp� DJHQV\� D� OiWN\� LQGXNXM~FH� NUtåRYp

väzby a majú redukovanú indukovanú, avšak zvýšenú spontánnu mutabilitu a spomalený

rast (Bailly et al., 1997). Produktom RAD6�JpQX�MH�XELTXLWtQ�NRQMXJDþQê�HQ]êP�����N'D�

(Jentsch et al., 1987), ktorý vytvára komplex s Rad18 proteínom (Bailly et al., 1997).

Mutanty rad18 V~�FLWOLYp�QD�89���;�åLDUHQLH�D�DON\ODþQp�OiWN\��DYãDN�QHPDM~�SRUXFKX�Y

indukovanej mutabilite (Friedberg et al., 1991). Produktom tohto génu je väzbový proteín

V� DILQLWRX� N� VV'1$� �&KDQHW� HW� DO��� ������� 3UHGSRNODGi� VD�� åH� Rad18 proteín svojou

VV'1$�Yl]ERYRX�DNWLYLWRX�XVPHU�XMH�Rad6 proteín na miesto poškodenia (Bailly et al.,

1994).

Pre translésnu „mutagénnu“ syntézu cez poškodenie sú potrebné produkty génov

REV1, REV3 a REV7 (Budd a Campbell, 1997). REV3�JpQ�Y\ND]XMH�Y\VRN~�VHNYHQþQ~

homológiu s génmi pre polymerázy δ a ε. Mutanty rev3� V~� FLWOLYp� N� 89�åiareniu
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D� QHY\ND]XM~� åLDGQX� LQGXNRYDQ~� PXWDELOLWX�� 1HGiYQR� EROR� GRNi]DQp�� åH� REV3 gén

NyGXMH� '1$� SRO\PHUi]X�� NWRUi� Y\åDGXMH� SURWHtQ� Rev7 ako esenciálnu podjednotku

D� WHQWR� HQ]êP� ERO� R]QDþHQê� '1$� SRO\PHUi]D� ζ (Singhal et al., 1992; Nelson et al.,

1996). REV1 gén kóduje proteín homologický s UmuC proteínom E.coli� D� MH� �DOãtP

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

Obr. 1.9  Predpokladaný model dvoch alternatívnych subdráh RAD6UHSDUDþQHM GUiK\ SUL S. cerevisiae.
(Prevzaté z Xiao et al., 1999)

Okrem doteraz spomínaných génov patria do tejto epistatickej skupiny aj gény RAD5,

CDC7, CDC8, SRS2 (RADH) (Liefshitz et al., 1998) a gény RAD9 a RAD24, ktoré sa

]~þDVW�XM~� QD� UHJXOiFLL� EXQNRYpKR� F\NOX� SUL� SRãNRGHQt� '1$� �)ULHGEHUJ� HW� DO��� ������

Podrobnejšie sa o RAD9 géne zmienime v nasledujúcej kapitole.

9�V~þDVQRVWL�MH�YãDN�]QiP\�DM��DOãt�W\S�WUDQVOp]QHM�V\QWp]\��W]Y��HUURU�IUHH�DOHER

presná translézna syntéza (Bridges, 2001; Wang, 2001). V tejto súvislosti sa ako

zaujímavý javí mutant rad30 S. cerevisiae. Rad30 je homológom génov dinB  a umuC E.

coli a REV1 S. cerevisiae� �-RKQVRQ�HW� DO����������=LVWLOR� VD�� åH�JpQ�Rad30 kóduje DNA

polymerázu ��� NWRUá je potrebná pre mutagénnu transléznu syntézu poškodení

indukovaných po pôsobení MNNG, ale aj pre bezchybnú opravu poškodení

LQGXNRYDQêFK�SR�S{VREHQt�89�åLDUHQLD��%URRPILHOG�HW�DO�����������3RO���MH�WHGD�HUURU�IUHH

alebo error-prone DNA polymerázou v závislosti od typu poškodenia.

Pri kvasinkách S. cerevisiae� EROL� LGHQWLILNRYDQp� DM��DOãLH� JpQ\� ]~þDVW�XM~FH� sa

SUHVQHM��HUURU�IUHH�SRVWUHSOLNDþQHM�RSUDY\�±�mms2, ubc13, rad5 a pol30 (Xiao et al., 1999;

Broomfield et al., 2001).
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+RPROyJ\� NYDVLQNRYêFK� JpQRY� ]~þDVW�XM~FLFK� VD� HUURU�SURQH� DOHER� HUURU�IUHH

SRVWUHSOLNDþQHM�RSUDY\�EROL�QiMGHQp� DM�SUL�Y\ããtFK�HXNDU\RWRFK�� YUiWDQH� þORYHND� �/LQ� HW

al., 1999; Sloun et al., 1999; Johnson et al., 2000; Zhang et al., 2000).

Pri fotoautotrofných organizmoch ešte nie je preštudovaný systém analogický

mutagénnej oprave pri kvasinkách (Britt, 1996).

1.3 5HSDUDþQp�PHFKDQL]P\�Chlamydomonas reinhardtii

ŠW~GLXP� Y� REODVWL� UHSDUDþQêFK� PHFKDQL]PRY� IRWRDXWRWURIQêFK� RUJDQL]PRY� QHGRVDKXMH

~URYH�� SR]QDWNRY� SUL� KHWHURWURIRFK��'RWHUD]� MH� ]QiP\FK� OHQ�PiOR� SUHVQêFK� informácií

R� HQ]\PROyJLL�� ELRFKpPLL� D� PROHNXOiUQHM� SRGVWDWH� SURWHtQRY� D� �DOãtFK� ]ORåLHN

UHSDUDþQêFK� PHFKDQL]PRY� �%ULWW�� ������� Pri fotoautotrofných organizmoch sú riasy

Chlamydomonas reinhardtii atraktívnym modelovým objektom pre štúdium opravy

DNA.

Pri C. reinhardtii VD� SR� S{VREHQt� 89� åLDUHQLD� SR]RURYDOD� ~þLQQi� IRWRUHSDUiFLD

MDGURYHM� L� FKORURSODVWRYHM� '1$� �6PDOO� D� *UHLQPDQQ�� ������� %ROR� GRNi]DQp�� åe

k inaktivácii jadrovej DNA fotolyázy dochádza, ak sú bunky C. reinhardtii�SR�RåLDUHQt

89� åLDUHQtP� ����QP�� NXOWLYRYDQp� ��� KRGtQ� Y� WPH�� $YãDN� S\ULPLGtQRYp� diméry

Y� FKORURSODVWRYHM� '1$� V~� RGVWUD�RYDQp� IRWRUHSDUiFLRX� DM� SR� ���KRGLQRYHM� NXOWLYiFLL

v tme (Small, 1980; Small, 1987). Na základe týchto pozorovaní bola vyslovená

K\SRWp]D��åH�'1$�IRWRO\i]\�Y�MDGUH�D�FKORURSODVWH�E\�PRKOL�E\"�GYD�UR]GLHOQH�HQ]êP\

kódované dvoma odlišnými štruktúrnymi génmi (Cox a Small, 1985).

Cox a Small izolovali dvoch mutantov (phr1 a phr2) s narušenou fotoreparáciou

S\ULPLGtQRYêFK� GLPpURY� MDGURYHM� '1$�� DOH� SUL� FKORURSODVWRYHM� '1$� MH� HIHNWtYQRV"

SRGREQi� ãWDQGDUGQpPX� W\SX� �&R[� D� 6PDOO�� ������� 6PDOO� �DOHM� ]LVWLO�� åH� phr1 nie je

mutáciou štruktúrneho génu pre DNA fotolyázu, ale ide pravdepodobne o mutáciu

UHJXODþQpKR� JpQX� WRKWR� HQ]êPX� �6PDOO�� ������� �alší mutant s poruchou jadrovej

IRWRUHDNWLYiFLH� ERO� R]QDþHQê� phr2 (Cox a Small, 1985). Na základe genetickej

D� PROHNXOiUQHM� DQDOê]\� WêFKWR� GYRFK� PXWDQWRY� VD� ]LVWLOR�� åH� SUDYGHSRGREQH� LGH

o heteroalely jedného génu (Miadoková et al., 1991; Munce et al., 1993). Izolácia
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mutanta s poruchou len v jadrovej fotoreaktivácii podporila myšlienku existencie dvoch

rôznych štruktúnych génov pre DNA fotolyázu. Petersen et al. (1999) pomocou

PROHNXOiUQ\FK� PHWyG� K�DGDOL� Y� JHQyPH� C. reinhardtii sekvenciu kódujúcu DNA

fotolyázu triedy II. Podarilo VD�LP�L]RORYD"�PHR2 gén z C. reinhardtii, ktorý kóduje DNA

fotolyázu triedy II (Petersen et al., 1999). Nesie signálnu sekvenciu pre lokalizáciu

Y�FKORURSODVWH�D�SUHGSRNODGi�VD��åH�LGH�R�'1$�IRWRO\i]X�IXQNþQ~�Y�FKORURSODVWH��3HWHUVHQ

et al., 1999).

9� V~YLVORVWL� V� IRWRDXWRWURILRX� VD� SUL� ULDVDFK� SUHGSRNODGi� ]ORåLWHMãLD� regulácia

D�SUHSRMHQLH�SURFHVRY�RSUDY\�QD�VYHWOH�V� LQêPL� HVHQFLiOQ\PL�EXQNRYêPL�SURFHVPL��QHå

pri heterotrofoch (Ahmad a Cashmore, 1993). DNA fotolyáza riasy C. reinhardtii,

podobne ako DNA fotolyázy skôr spomínaných organizmov (Sancar et al., 1984a; Sancar

a Smith, 1989), stimuluje opravné procesy nezávislé od svetla (dark repair). Avšak

v kontraste s výsledkami získanými pri baktériách a kvasinkách, DNA fotolyáza rias

VWLPXOXMH�DM�LQê�LQp�RSUDY\�DNR�MH�H[Ft]QD�RSUDYD��9OþHN�HW�DO���������

Pri Chlamydomonas reinhardtii�QHEROD�]LVWHQi�SUtWRPQRV"�DON\OWUDQVIHUi]\��Frost

D�6PDOO���������)URVW�D�6PDOO�]LVWLOL��åH�pri týchto riasach ani po 30 hodinách kultivácie

SR� RYSO\YQHQt� DON\ODþQRX� OiWNRX� QHGRFKiG]D� N� RGVWUiQHQLX� 26metylguanínu. To by

PRKOR�]QDPHQD"��åH�C. reinhardtii�SRVWUiGD�UHSDUDþQê�V\VWpP�SUH�26PHW\OJXDQtQ��.H�åH

sa však aktivita alkyltransferázy napr. pri S. cerevisiae (v roku 1990), Aspergillus

nidulans (v roku 1992) (pozri: Friedberg et al., 1995) a pri iných organizmoch zistila len

QHGiYQR�� MH� PRåQp�� åH� DM� SUL� ULDVDFK� EXGH� WLHå� GRNi]DQi� SUtWRPQRV"� WRKWR� HQ]êPX�

'RWHUD]�YãDN�SUL�ULDVDFK�QLH�MH�]QiP\�åLDGHQ�ãSHFLILFNê�VS{VRE�RSUDY\�SRãNRGHQt�'1$

LQGXNRYDQêFK�DON\ODþQêPL� OiWNDPL�a ani inými chemickými látkami. Najcitlivejšími na

S{VREHQLH� WêFKWR� OiWRN� VD� MDYLD� PXWDQW\� V� SRUXFKRX� Y� UHNRPELQDþQHM� RSUDYH�� þR

QD]QDþXMH�� åH�SUL� ULDVDFK� WHQWR� W\S�RSUDY\�KUi�G{OHåLW~�~ORKX�Y�RGVWUD�RYDQt�SRãNRGHQt

spôsobených chemomutagénmi (Miadoková et al., 1994).

+RFL� SUYp� SRNXV\� SUL� ULDVDFK� QD]QDþLOL�� åH� H[Ft]QD oprava pri C. reinhardtii

neprebieha (Swinton a Hanawalt, 1973), neskôr Small a Greimannová (1977a)

modifikovali metodiku detekcie pyrimidínových dimérov a analýzy DNA po ovplyvnení

89� åLDUHQtP� D� GRNi]DOL� SUtWRPQRV"� H[Ft]QHM� RSUDY\� SUL� ãWDQGDUGQRP� kmeni

C. reinhardtii v jadrovej i mimojadrovej DNA (Small a Greimann, 1977a,b). Davies
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(1967) izoloval mutanta uvs1���SUL�NWRURP�EROD�GRNi]DQi�~SOQi�VWUDWD�H[Ft]QH�RSUDY\��þtP

sa  potvrdila existencia mutantov tohto typu aj pri zelených riasach (Small, 1987).

=�WêFKWR�SRNXVRY�V~þDVQH�Y\SO\QXOR��åH�Y�FKORURSODVWRYHM�'1$�V~�GLPpU\�RGVWUD�RYDQp

excíziou pri štandardnom type aj pri  uvs1  NPHQL��þR�QD]QDþXMH�QH]iYLVO~�NRQWUROX�WRKWR

opravného systému v jadrovej a chloroplastovej DNA (Small, 1987). Medzi excízne-

GHILFLWQp� PXWDQW\��DOHM� SDWULD� NPHQH� uvs6 (Davies, 1967), uvs9 (Small, 1987), uvs12

a uvs15��3RGVWDYNRYi�HW�DO���������0LDGRNRYi�HW�DO���������9OþHN�HW�DO���������

Pri fotoautotrofných organizmoch doteraz nebola potvrdená existencia

“mismatch” korekcie (Britt, 1996). Pri riasach C. reinhardtii bol izolovaný mutantný

NPH�� uvs14, pri ktorom bola zistená zvýšená hladina spontánnej aj indukovanej

PXWDELOLW\��9OþHN�HW�DO����������7LHWR�YêVOHGN\�QD]QDþLOL��åH�SUL�WRPWR�NPHQL�E\�PRKOR�tV"

R� SRUXFKX� ³PLVPDWFK´� NRUHNFLH�� DYãDN� MHGQR]QDþQê� G{ND]� Y� V~þDVQRVWL� HãWH� QLH� je

k dispozícii.

Aj pri C. reinhardtii boli získané kmene, pri ktorých sa predpokladá narušený

UHNRPELQDþQê� UHSDUDþQê� PHFKDQL]PXV�� 5RVHQ� a Ebersold (1972) izolovali mutanta

uvsE1�� NWRUê� V~þDVQH� Y\ND]RYDO� ]QtåHQ~� IUHNYHQFLX� PHLRWLFNHM� UHNRPELQiFLH� PHG]L

sledovanými genetickými markermi. Na základe analógie z rec-�PXWDQWQêPL�NPH�PL�SUL

E. coli��SUHGSRNODGDOL�SUL�WRPWR�NPHQL�QDUXãHQê�UHNRPELQDþQê�UHSDUDþQê�PHFKDQL]PXV�

6YRM�SUHGSRNODG�SRWYUGLOL�QHSULDP\P�G{ND]RP��]DORåHQêP�QD�ãW~GLX� LQWHUDNFLH�kofeínu

D�UHSDUDþQêFK�V\VWpPRY��3RUWQH\�D�5RVHQ��������]LVWLOL��åH�VXEOHWiOQH�GiYN\�NRIHtQX�SUL

C. reinhardtii ]Y\ãXM~� SUHåtYDQLH� SR� S{VREHQt� 89� åLDUHQLD� D� na základe tohto

SR]RURYDQLD� XV~GLOL�� åH� VXEOHWiOQH� GiYN\� NRIHtQX� SUL� C. reinhardtii stimulujú proces

rekombinácie. Pri kmeni uvsE1� NRIHtQ� QHRYSO\YQLO� SUHåtYDQLH� EXQLHN�� 7RWR� viedlo

NX�NRQãWDWRYDQLX��åH�SULGDQLH�NRIHtQX�GR�SRVWLUDGLDþQpKR�PpGLD�VD�P{åH�Y\XåL"�DNR�WHVW

QD� GHWHNFLX� UHNRPELQDþQH� GHILFLWQêFK� NPH�RY�� �DOãtPL� UHNRPELQDþQH�GHILFLWQêPL

mutantami sú kmene uvsE5 a uvsE6 (Rosen a Ebersold, 1972)  a uvs10� �9OþHN� HW� DO��

������� 9\ããLD� FLWOLYRV"� GYRMLWêFK� PXWDQWRY� �uvsE1uvsE5, uvsE1uvsE6, uvsE5uvsE6)

Y� SRURYQDQt� V� MHGQRGXFKêPL� PXWDQWDPL� QD]QDþXMH�� åH� LGH� R� QDUXãHQLH� UR]GLHOQ\FK

VXEGUiK�UHNRPELQDQþQHM�RSUDY\�
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1.4 =DVWDYHQLH�EXQNRYpKR�F\NOX�DNR�RGSRYH��na poškodenie
DNA

%XQNRYê� F\NOXV� ]DK��D� VpULX� XGDORVWt�� NWRUp� YHG~� N� SUHVQpPX� SUHQRVX� JHQHWLFNpKR

materiálu do dcérskych buniek. Vo všeobecnosti VD�QtP�R]QDþXMH�þDVRYê�LQWHUYDO�PHG]L

dvoma deleniami bunky, pozostávajúci z viacerých na seba nadväzujúcich fáz,

R]QDþRYDQêFK� *��� 6�� *�� D�0� �2EU�� ������� .DåGi� Ii]D� MH� FKDUDNWHULVWLFNi� XUþLWêPL

procesmi (Alberts et al., 1998). 5HJXOiFLX� EXQNRYpKR� F\NOX� ]DEH]SHþXM~� F\NOtQ�

dependentné kinázy (CDK) aktivované alebo inaktivované pomocou periodicky

exprimovaných cyklínov. Najvyššia koncentrácia cyklínov bola nameraná v G1 a G2

fáze (Hartwell a Kastan, 1994).

Obr. 1.10 Fázy bunkového cyklu. Interfáza je obdobím bunkového rastu, v ktorej dochádza aj k replikácii
'1$ �SRþDV 6�Ii]\�� 9 SULHEHKX 0�Ii]\ sa jadro a neskôr aj cytoplazma rozdelia. (Prevzaté z Alberts et
al., 1998)

3UtWRPQRV"�'1$�SRãNRGHQt�DOHER� WLHå�DM�QH]UHSOLNRYDQHM�'1$�P{åH�VS{VREL"�GRþDVQp

]DVWDYHQLH�EXQNRYpKR�F\NOX��0XUUD\��������:HLQHUW�D�/\GDOO���������NWRUp�]DEH]SHþt�SUH

EXQNX�þDV�SRWUHEQê�QD�RSUDYX�SRãNRGHQLD�D�GRNRQþHQLH�NURNRY�SRWUHEQêFK�QD�prechod

z jednej fázy bunkového cyklu do druhej a�]YêãL� WDN� SUDYGHSRGREQRV"� SUHåLWLD� EXQN\

(Fasullo et al., 1998). K zastaveniu bunkového cyklu dochádza v XUþLWêFK�ERGRFK��NWRUp
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VD�R]QDþXM~�DNR�NRQWUROQp�ERG\�EXQNRYpKR�F\NOX��NWRUp�NRQWUROXM~�YVWXS�GR�6 a M fázy

SUHGOåXM~F�*��D G2 fázu pre opravu DNA (Weinert a Hartwell, 1988; Hartwell a Weinert,

1990). Zablokovanie bunky v�*��Ii]H�]QHPRåQt�UHSOLNiFLX�SRãNRGHQHM�'1$��]DVWDYHQLH

cyklu v G2 fáze blokuje vstup do mitózy. V�V~þDVQRVWL� V~� ]QiPH��DOãLH� GYD� NRQWUROQp

body, intra-S a M, blokujúce prechod z metafázy do anafázy (Yang et al., 1997; Gardner

et al., 1999). Proteíny jednotlivých kontrolných bodov VD� ]~þDVW�XM~� QD� UHJXOiFLL

transkripcie, indukcii opravy DNA, zablokovaní a�RGEORNRYDQt� EXQNRYpKR� F\NOX� DW��

0XWiFLH� WêFKWR�SURWHtQRY�P{åX�PD"�SUH�EXQNX�NDWDVWURIiOQH�QiVOHGN\,  vedú k�]QtåHQHM

åLYRWDVFKRSQRVWL�EXQLHN�D�Y�QLHNWRUêFK�SUtSDGRFK�P{åX�YLHV"� Då�N� WUDQVIRUPiFLL�EXQN\

a vzniku rakovinových buniek (Hartwell, 1992; Lane, 1992; Elledge, 1996; Paciotti et al.,

1998). U�þORYHND� %ORRPRY� V\QGUyP� a ataxia telangiectasia sú charakteristické práve

WDNRXWR� QHVFKRSQRV"RX� EXQN\� ]DVWDYL"� EXQNRYê� F\NOXV� Y� NRQWUROQRP� ERGH� Y� *�� Ii]H

(Kastan et al., 1992; Khanna a Lavin, 1993).

'{ND]\� R� Y\VRNHM� HYROXþQHM� NRQ]HUYRYDQRVWL� UHSDUDþQêFK�PHFKDQL]PRY�� DOH� DM

PHFKDQL]PRY� UHJXOiFLH� EXQNRYpKR� F\NOX� SUL� HXNDU\RWLFNêFK� RUJDQL]PRFK�� XPRåQLOL

Y\XåL"� NYDVLQNX� S. cerevisiae ako modelový objekt na štúdium molekulárnych

PHFKDQL]PRY�]DVWDYHQLD�EXQNRYpKR�F\NOX�DNR�DM�QD�]tVNDQLH�G{ND]RY�R�G{OHåLWRVWL�WRKWR

zastavenia v prítomnosti DNA poškodení (Rhind a Russell, 1998; Weinert, 1998;

Lowndes a Murguia, 2000).

1.4.1 Úloha RAD9 génu

-HGQX�]�N�~þRYêFK�~ORK�Y�]DVWDYHQt�EXQNRYpKR�F\NOX�Y�SUtWRPQRVWL�'1$�SRãNRGHQLD�SUL

kvasinkách zohráva produkt génu RAD9 (Siede et al., 1993). Úloha RAD9 ako

kontrolného bodu sa sledovala na základe porovnania fenotypu rad9 mutantov s bunkami

štandardného typu. Ak neboli bunky rad9� RåLDUHQp�� G�åND� EXQNRYpKR� F\NOX� DQL

SUHåtYDQLH�rad9 mutanta VD�QHOtãLOR�RG�ãWDQGDUGQpKR�NPH�D��-HGLQêP�]QiP\P�IHQRW\SRP

rad9� PXWDQWRY� MH� WR�� åH� Y� EXQNiFK� rad9� þDVWHMãLH� GRFKiG]D� N� VSRQWiQQ\P� VWUDWiP

chromozómov. V bunkách kvasiniek a cicavcov je frekvencia straty chromozómov menej

ako 10-5 na jedno bunkové delenie. Pri rad9 mutantoch sa táto frekvencia zvyšuje 7-21 -
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NUiW� �:HLQHUW� D� +DUWZHOO�� ������� $N� EROL� EXQN\� RYSO\YQHQp� ;�åLDUHQtP�� EXQN\

ãWDQGDUGQpKR�NPH�D� ]DVWDYLOL� EXQNRYê� F\NOXV� Y�*�� Ii]H�� ]DWLD�þR� EXQN\� rad9 mutanta

SRNUDþRYDOL� Y� GHOHQt� EH]� ]DVWDYHQLD� D� SR� QLHNR�NêFK� GHOHQLDFK� RGXPUHOL� �Weinert

a Hartwell, 1988; Hartwell a Weinert, 1989). Mutanty rad9� LQNXERYDQp� LVWê� þDV� SR

RYSO\YQHQt�;�åLDUHQtP�Y�PpGLX�REVDKXM~FRP�PLNURWXEXORYê� MHG�Y\ND]RYDOL� SUHåtYDQLH

QD�~URYQL�ãWDQGDUGQpKR�NPH�D��:HLQHUW�D�+DUWZHOO���������7RWR�SR]RURYDQLH�QD]QDþLOR�

åH�RAD9 gén nie je priamo zahrnutý v oprave DNA, ale skôr pôsobí ako kontrolný bod,

NWRUê�Y�SUtWRPQRVWL�'1$�SRãNRGHQt�Y�EXQNH�GRNiåH�]DVWDYL"�EXQNRYê�F\NOXV�D�]tVND"�þDV

SRWUHEQê�QD�RSUDYX�SRãNRGHQt�'1$�DOHER�GRNRQþHQLH�UHSOLNiFLH�

RAD9 gén bol klonovaný a sekvenovaný. Kóduje mRNA s�G�åNRX�����kb. Rad9

SURWHtQ�Pi������DPLQRN\VHOtQ�D�PROHNXORY~�KPRWQRV"���������'D��6FKLHVWO�et al., 1989).

RAD9 gén nemá vplyv na spontánnu, ale má vplyv na UV-indukovanú

mutagenézu (Paulovich et al., 1998). V porovnaní so štandardným typom má rad9 mutant

nezmenenú rekombináciu (Schiestl et al., 1989; Weinert a Hartwell, 1990), rovnakú

VSRUXOiFLX�D�åLYRWDVFKRSQRV"�VSyU��'RZOLQJ�HW�DO���������:HEHU�D�%\HUV��������D�URYQDN~

~þLQQRV"�RSUDY\�DNA  v nedeliacich sa bunkách (Weinert a Hartwell, 1990). Zistilo sa

WLHå�� åH� PXWDQW\� rad9 Y\ND]XM~� FLWOLYRV"� YRþL� DON\ODþQêP� OiWNDP� D� SHUR[LGX� YRGtND

(Paulovich et al., 1997; Flattery-O´Brien a Dawes, 1998). Produkt RAD9 génu je

SRWUHEQê� SUH� ;�åLDUHQtP� LQGXNRYDQp� ]DVWDYHQLH� EXQNRYpKR� F\NOX� Y� *2 fáze pri rad52

PXWDQWRFK��NWRUp� V~�GHILFLHQWQp�Y�RSUDYH�'6%� �GYRMUH"D]FRYêFK�]ORPRY�� �)ULHGEHUJ�et

al., 1995). 3UHåtYDQLH�GYRMLWpKR�PXWDQWD�rad52rad9 SR�RYSO\YQHQt�;�åLDUHQtP�MH�YêUD]QH

QLåãLH�DNR�SUHåtYDQLH�MHGQRGXFKpKR�PXWDQWD�rad52��8å�UHODWtYQH�PDOp�GiYN\�åLDUHQLD���

krad) vedú k�RGXPLHUDQLX� EXQLHN�� SULþom ich fenotyp zodpovedá ireverzibilnému

zablokovaniu v G2 fáze. Okrem toho je produkt RAD9 nevyhnutný na zastavenie

bunkového cyklu pri cdc2, cdc3, cdc9, cdc13 a cdc17 mutantoch, ktoré majú poruchu

v génoch potrebných na replikáciu DNA (Schiestl et al., 1989, Weinert a Hartwell, 1993).

7LHWR� YêVOHGN\� QD]QDþXM~�� åH� 66%� �MHGQRUH"D]FRYp� ]ORP\�� D� '6%� SRVN\WXM~� VLJQiO�na

zastavenie bunkového cyklu sprostredkované produktom RAD9� JpQX�� .H�åH� WDNpWR

zastavenie neindukuje proteosyntézu, predpokladá VD�� åH� MH� G{VOHGNRP� SRVWUDQVODþQHM

modifikácie proteínu zodpovedného za prechod medzi S a M fázou (Weinert a Hartwell,

1990). Predpokladá sa aj funkcia RAD9 génu v signálnej dráhe, ktorá hrá úlohu v G1 fáze
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bunkového cyklu (Siede et al., 1993; Aboussekra et al., 1996). Pre prechod do S a M fázy

bunkového cyklu je nevyhnutná proteín-kináza kódovaná CDC28 génom, ktorá je

SUDYGHSRGREQH� FLH�RYêP�SURWHtQRP�SRVWUDQVODþQHM� ~SUDY\� VSURVWUHGNRYDQHM� SURGXNWRP

RAD9 génu (Siede et al., 1993). $YãDN�SUHVQê�PROHNXOiUQ\�PHFKDQL]PXV�~þLQNX�RAD9

génu ešte nie je známy.

Bunky rad9�PXWDQWRY�PRåQR�RGOtãL"�RG�EXQLHN�ãWDQGDUGQpKR�NPH�D�DM�QD�]iNODGH

morfológie deliacich sa buniek po pôsobení mutagénu. $NR� Xå� EROR� Y\ããLH� XYHGHQp�

ãWDQGDUGQp� EXQN\� SR� S{VREHQt� ;�åLDUHQLD� ]DVWDYLD� EXQNRYê� F\NOXV� Y� *2 fáze.

0RUIRORJLFN\� WRPXWR� ãWiGLX� ]RGSRYHGi� YH�Ni� EXQND� V� MHGQêP�� PD[LPiOQH� GYRPD

S~þLNPL� D� V� YH�NêP�� SUHG�åHQêP�� QHUR]GHOHQêP� MDGURP�� XPLHVWQHQêP� na rozhraní

materskej bunky a púþLND��UHVS��S~þLNRY��%XQN\��SUL�Ntorých došlo k oprave poškodenej

DNA, VD�SR�QLHNR�NêFK�KRGLQiFK� ]DþQ~�GHOL"� D� GiYDM~�Y]QLN�YH�NêP�� åLYRWDVFKRSQêP

kolóniám. Bunky, ktoré nie sú schopné opravy, sú ireverzibilne zablokované v G2 fáze a

odumierajú v štádiu jednej bunky. Bunky s poruchou v regulácii bunkového cyklu (rad9

mutant) SR� S{VREHQt� ;�åLDUHQLD� QH]DEORNXM~� *2 fázu bunkového cyklu a prejdú do

mitózy. .H�åH� QHGRFKiG]D� N� HIHNWtYQHM� RSUDYH� '1$�� EXQN\� SR� QLHNR�NêFK� GHOHQLDFK

RGXPLHUDM~� Y� G{VOHGNX� QHVFKRSQRVWL� WROHURYD"� SRãNRGHQLH� '1$��Výsledkom takéhoto

GHOHQLD�V~�PLNURNROyQLH�SR]RVWiYDM~FH�]���Då���EXQLHN��:HLQHUW�D�+DUWZHOO��������

1.4.2 Mutanty s predpokladanou poruchou zastavenia bunkového cyklu

ako odpovede na poškodenie DNA pri C. reinhardtii

3UYêP� PXWDQWRP�� NWRUê� QD]QDþLO� PRåQê� Y]iMRPQê� Y]"DK� PHG]L� SRãNRGHQtP� '1$

a reguláciou bunkového cyklu pri riasach, bol mutant uvr1, ktorý vykazuje zvýšenú

UH]LVWHQFLX� YRþL� 89�åLDUHQLX� Y� SRURYQDQt� VR� ãWDQGDUGQêP� NPH�RP�� 3UL� ãW~GLX� WRKWR

mutanta VD� ]LVWLOR�� åH� N� ]YêãHQHM� UH]LVWHQFLL� YRþL� 89�åLDUHQLX� E\� PRKOR� GRFKiG]D"

QiVOHGNRP�SUHG�åHQLD�EXQNRYpKR�F\NOX�RSURWL�G�åNH�EXQNRYpKR�F\NOX�SUL� ãWDQGDUGQpKR

NPHQL�� 7RWR� SUHG�åHQLH� VD� SUHMDYRYDOR� SRVXQRP� ]DþLDWNX� D�XNRQþHQLD� V\QWp]\� '1$�

NDU\RNLQp]\�� ]YlþãRYDQLD� REMHPRY� D�SRþWX� XYR�QHQêFK� GFpUVN\FK� EXQLHN� �zoospór)
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z�S{YRGQêFK�PDWHUVNêFK��9OþHN�HW�DO����������7DNpWR�SUHG�åHQLH�E\�SUH�EXQNX�]QDPHQDOR

]tVNDQLH�þDVX�QD�RSUDYX�SRãNRGHQt�LQGXNRYDQêFK�89�åLDUHQtP�

Pri C. reinhardtii� VD� L]RORYDO� DM� NPH�� uvs11, pri ktorom sa v porovnaní

VR� ãWDQGDUGQêP� W\SRP� ]LVWLOD� ]YêãHQi� FLWOLYRV"� QD� 89�åLDUHQLH�� 011*� D� WDNLVWR� DM

zvýšená frekvencia priamych mutácií vedúcich k re]LVWHQFLL�QD�VWUHSWRP\FtQ��9OþHN�HW�DO��

������0LDGRNRYi�HW�DO����������%XQN\�PXWDQWQpKR�NPH�D�uvs11 ovplyvnené mutagénom

(UV, MNNG) VD� UR]GHOLD� SUHG� RGXPUHWtP� PLQLPiOQH� MHGHQNUiW�� QiVOHGNRP� þRKR

Y]QLNDM~� PLNURNROyQLH� V� QHåLYRWDVFKRSQêPL� EXQNDPL� �9OþHN� HW� DO��� ������� 3RGVWDWD

poruchy mutácie uvs11�]DWLD��QLH�MH�]QiPD��DYãDN�GRWHUDMãLH�YêVOHGN\��IHQRW\SRYê�SUHMDY

SR� S{VREHQt� 89�åLDUHQLD� D� 011*�� WYRUED� PLNURNROyQLt�� QD]QDþXM~�� åH� LGH� R mutáciu

v géne sprostredkujúcom prepojenie medzi poškodením DNA a reguláciou bunkového

cyklu, podobne ako pri rad9 mutantnom kmeni kvasiniek S. cerevisiae.
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Kapitola 2

Transformácia jadrového genómu
Chlamydomonas reinhardtii

9�SUHGFKiG]DM~FLFK�NDSLWROiFK�VPH�RStVDOL�PQRKR�PXWDQWRY�]~þDVW�XM~FLFK�VD�QD�RSUDYH

DNA pri C. reinhardtii. Niektoré gény zapojené do opravy DNA boli na základe

NODVLFNêFK�JHQHWLFNêFK�PHWyG�PDSRYDQp�D�FKDUDNWHUL]RYDQp��'DYLHV��������9OþHN�HW�DO��

������9OþHN�HW�DO���������3RGVWDYNRYi�HW�DO���������9OþHN�HW�DO���������3RGVWDYNRYi�HW�DO��

������0LDGRNRYi�HW�DO���������9OþHN�HW�DO����������$YãDN�GRGQHV�QLH�V~�]QiPH�SURGXNW\

WêFKWR�JpQRY�D�WDNWLHå�LFK�SUHVQi�IXQNFLD�Y�SURFHVH�RSUDY\�'1$��-HGQRX�]�PHWyG��NWRUi

E\� PRKOD� SULVSLH"� N� UêFKOHMãLHPX� QDSUHGRYDQLX� YêVNXPX� Y� REODVWL� UHSDUDþQêFK

mechanizmov pri fotoautotrofných organizmoch na príklade jednobunkovej zelenej riasy

C. reinhardtii, je úspešná transformácia jadrového genómu.

Hlavnými problémami pri transformácii buniek C. reinhardtii MH� SUtWRPQRV"

bunkovej steny a rozsiahly chloroplast prekrývajúci centrálne umiestnené jadro.

Pri prvých pokusoch o jadrovú transformáciu C. reinhardtii� EROL� SRXåLWp� FXG]RURGp� �

bakteriálne a kvasinkové gény. Kvasinkový gén ARG4, kódujúci arginínsukcinátlyázu,

komplementoval mutáciu arg7� SUL� ULDVDFK�� DYãDN� WUDQVIRUPDþQi�~þLQQRV"� QHEROD� Y\ããLD

ako frekvencia reverzií v tomto lokuse (10-6 -10-7) (Rochaix a vanDillewijn, 1982).

2NUHP� WRKR� WUDQVIRUPDQW\� UiVWOL� RYH�D� SRPDOãLH� D� Y\ND]RYDOL� OHQ� �� % aktivity

arginínsukcinátlyázy v porovnaní s divým typom. DNA transformantov hybridizovala
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V� SOD]PLGRYRX� '1$�� þR� VO~åLOR� DNR� G{ND]�� åH� SOD]PLGRYi� '1$� VD� YþOHQLOD� GR

JHQHWLFNpKR�PDWHULiOX�EXQN\��1HVN{U� VD�XVNXWRþQLOL�SRNXV\��SUL�NWRUêFK�ERO�GR�YHNWRUD

nesúceho kvasinkový ARG4� JpQ� YORåHQê� SRþLDWRN� UHSOLNiFLH� L]RORYDQê

z chloroplastového genómu (Rochaix et al., 1984). Získali sa tak transformanty, ktoré

niesli plazmid v neintegrovanom stave. Tento plazmid sa však za neselektívnych

SRGPLHQRN� YH�PL� UêFKOR� Y\WUiFDO� ]� EXQLHN� D� QDY\ãH� ]DYHGHQLH� SRþLDWNX� UHSOLNiFLH� GR

YHNWRUD�QHYLHGOR�N�]YêãHQLX�~þLQQRVWL�WUDQVIRUPiFLH��þR�QD]QDþLOR��åH�LQWHJUiFLD�YHNWRUD

GR�JHQyPX�QLH�MH�OLPLWXM~FLP�IDNWRURP�SUH�]YêãHQLH�~þLQQRVWL�

3UL� �DOãRP� SRNXVH� R� WUDQVIRUPiFLX� ERO� SRXåLWê� nptII gén z baktérie E.coli

�NyGXM~FL� QHRP\FtQ� IRVIRWUDQVIHUi]X��� NWRUê� ]DEH]SHþRYDO� UH]LVWHQFLX� YRþL� NDQDP\FtQX

D�JHQHWLFtQX�D�QDY\ãH�VD� MDYLO�DNR�YKRGQê�GRPLQDQWQê�VHOHNþQê�PDUNHU� �+DVQDLQ�HW�DO��

1985). Expresia tohto génu bola riadená promótorom z vírusu SV40 vo vektore, ktorý

QLHVRO�SRþLDWRN�UHSOLNiFLH�]��µm plazmidu kvasiniek. Plazmid po transformácii zostával

Y�QHLQWHJURYDQRP�VWDYH�D�~þLQQRV"�WUDQVIRUPiFLH�EROD���-6��=LVWLOR�VD�YãDN��åH�SUL�ULDVDFK

GRFKiG]D�þDVWR�N�Y]QLNX�VSRQWiQQHM�UH]LVWHQFLH�YRþL�NDQDP\FtQX�D�JHQHWLFtQX�D�SUHWR�VD

WHQWR�PDUNHU�SUHVWDO�SRXåtYD"�

Jedným z limitujúcich faktorov pre úspešnú transformáciu pri riasach, podobne

DNR�SUL� Y\ããtFK� UDVWOLQiFK�� MH� SUtWRPQRV"� EXQNRYHM� VWHQ\�� NWRUi� WYRUt� Yê]QDPQ~�EDULpUX

SUH�]DYHGHQLH�FXG]RURGHM�'1$��3UHWR�VD�SUL� WUDQVIRUPiFLL�Y\XåtYDOL�QDMPl�PXWDQW\�EH]

EXQNRYHM� VWHQ\� �� D� WR� EX�� PXWDQW� �cw15) alebo bunky, ktorých bunková stena bola

degradovaná autolyzínom - druhovo špecifickým enzýmom degradujúcim bunkovú stenu

SRþDV�SiURYDQLD�JDPpW�C. reinhardtii.

Významný pokrok v štúdiu transformácie C. reinhardtii� QDVWDO� Då� SR� ]DYHGHQt

selektívnych markerov izolovaných priamo z C. reinhardtii D�Y\YLQXWt�~þLQQêFK�WHFKQtN

na zavedenie DNA do jadra.

2.1 Selektívne markery

.H�åH� VD�SUL� ULDVDFK�VWUHWiYDPH�V�SUREOpPDPL�SUL� H[SUHVLL� FXG]RURGêFK� JpQRY� �+DOO� HW

DO��� ������� QHGRVWDWRN� YKRGQêFK� VHOHNþQêFK� PDUNHURY� ERO� GOKR� MHGQêP� ]� OLPLWXM~FLFK
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obmedzení pre úspešnú transformáciu. Tento problém bol prekonaný po zavedení

VHOHNþQêFK� PDUNHURY� L]RORYDQêFK� SULDPR� ] C. reinhardtii (Kindle et al., 1989).

1DMYKRGQHMãtPL�VHOHNþQêPL�PDUNHUPL�V~�WLH��NWRUp�XPRå�XM~��DKN~�IHQRW\SRY~�VHOHNFLX�

pri ktorej rastú len kolónie transformovaných buniek a frekvencia reverzií alebo vzniku

VSRQWiQQHM� UH]LVWHQFLH� MH� þR� QDMQLåãLD�� $NR� QDMYêKRGQHMãLH� VD� SUHWR� SRXåtYDM~� JpQ\

NRPSOHPHQWXM~FH� DX[RWURIQp� PXWiFLH� ULDV�� SUL� NWRUêFK� VD� GRVDKXMH� QDMY\ããLD� ~þLQQRV"

WUDQVIRUPiFLH�� 9� SRVOHGQRP� þDVH� VD� DNR� VHOHNþQê� PDUNHU� Y\XåtYDM~� JpQ\� YHG~FH

N�UH]LVWHQFLL�YRþL�DQWLELRWLNiP�

2.1.1 Markery komplementujúce mutácie C. reinhardtii

-HGQêP� ]� SUYêFK� VHOHNþQêFK� PDUNHURY�� NWRUp� EROL� SRXåLWp� SUL� WUDQVIRUPiFLL

C. reinhardtii, je Arg7 gén. Kóduje arginínsukcinátlyázu, ktorá katalyzuje poslednú

reakciu v biosyntéze arginínu. Gén je lokalizovaný v I. väzbovej skupine (Matagne,

1978), zaberá 7 kb a je prerušený 12 intrónmi (Debuchy et al., 1989; Purton a Rochaix,

1994). Komplementuje arg7 a arg2 mutácie a transformanty sú selektované na médiu

postrádajúcom arginín. Inzercia fragmentu dlhého 400 bp z baktériofága ΦX174 do

jedného z intrónov poskytuje molekulárny marker na dôkaz Arg7 transformantov

(Gumpel a Purton, 1994). Bol skonštruovaný Arg7�NR]PLG��NWRUê�VD�SRXåLO�QD�Y\WYRUHQLH

JHQyPRYHM� NQLåQLFH� V� �� [� ��5� QH]iYLVOêPL� NORQPL� UHSUH]HQWXM~FLPL� SULEOLåQH� ���

genómových ekvivalentov (Purton a Rochaix, 1994).  Nahradením ARG7 promótora

promótorom z bakteriofága T7 bol skonštruovaný tzv. shuttle vektor, schopný

NRPSOHPHQWRYD"�arg7 mutáciu C. reinhardtii�D�WLHå�argH mutáciu E.coli (Auchincloss et

al., 1999).

�DOãtP�JpQRP�� NWRUê� VD� SUL�C. reinhardtii SRXåtYD� DNR� VHOHNþQê�PDUNHU�� MH� JpQ

Nit1�NyGXM~FL�QLWUiW�UHGXNWi]X��7HQWR�JpQ�XPRå�XMH�EXQNiP�UiV"�QD�PpGLX�REVDKXM~FRP

QLWUiWRYp�LyQ\�DNR�MHGLQê�]GURM�XKOtND��NWRUê�QHGRNiåX�Y\XåL"�DX[RWURIQp�PXWDQW\�Y�nit1

géne (Fernandez et al., 1989; Kindle et al., 1989; Blankenship a Kindle, 1992). Gén

REVDKXMH����LQWUyQRY�D�]DEHUi�REODV"�GOK~�����NE��*pQRP�Nit1� MH�PRåQp� WUDQVIRUPRYD"

NPH��nit1NIT2�� SUHWRåH�Nit2� MH� UHJXODþQêP�JpQRP��NWRUê� MH�SRWUHEQê�QD� H[SUHVLX�Nit1
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�6FKQHOO�D�/HIHEYUH���������9lþãLQD�NPH�RY�C. reinhardtii je izolovaná zo štandardného

typu, ktorý nesie mutácie nit1 a nit2 a preto teda nie sú vhodné na transformáciu s Nit1

génom (Harris, 1989).

0HG]L� �DOãLH� VHOHNþQp� PDUNHU\� SDWULD� JpQ\� Nic7, Thi10 a iné. Nic7 gén

NRPSOHPHQWXMH�PXWiFLX� Y\åDGXM~FX� QLNRWtQDPLG� �)HUULV�� ������� -HKR� YêKRGRX� MH� Qt]ND

frekvencia reverzií. Thi10 gén komplementuje tiamínovú auxotrofiu, avšak jeho

QHYêKRGRX�MH��åH�QHWUDQVIRUPRYDQp�EXQN\�RGXPLHUDM~�YH�PL�SRPDO\��)HUULV��������

2.1.2 Markery nesúce rezistenciu na antibiotiká

+ODYQRX�YêKRGRX� WêFKWR�PDUNHURY��RSURWL�Y\ããLH�VSRPtQDQêP�� MH�PRåQRV"� LFK�SRXåLWLD

SUL�DNRPNR�YHN�JpQRYRP�SR]DGt�� WDNåH�QLH� MH�SRWUHEQp�NRQãWUXRYD"� UHFLSLHQWQp�NPHQH�

Medzi takéto markery patrí gén Cry1�� NWRUê� ]DEH]SHþXMH� UH]LVWHQFLX� YRþL� F\WRVROLFNêP

LQKLEtWRURP� WUDQVOiFLH� NU\SWRSOHXUtQX� D� HPHWtQX�� Y�DND� PLVVHQVH� PXWiFLL� Y� NyGXM~FHM

oblasti pre cytosolický ribozomálny proteín S14. Ide o dominantný selektívny marker

�1HOVRQ� HW� DO��� ������� 'R� WHMWR� VNXSLQ\� PDUNHURY� SDWULD� DM� PQRKp� �DOãLH� JpQ\�� QDSU�

bakteriálny gén nptII nesúci rezistenciu na aminoglykozidázové antibiotiká, aadA gén

E.coli� NyGXM~FL� DPLQRJO\NR]LG� DGHQtQ� WUDQVIHUi]X�� XPRå�XM~FX� UH]LVWHQFLX� QD

VSHNWLQRP\FtQ�D�VWUHSWRP\FtQ� �&HUXWWL� HW� DO��������� DW���3RþHW� WêFKWR�PDUNHURY�VD�YãDN

HãWH�XUþLWH�]YêãL��SUHWRåH�Y�WHMWR�REODVWL�SUHELHKDM~�LQWHQ]tYQH�YêVNXP\�

2.2 Metódy na zavedenie DNA do jadrového genómu

C. reinhardtii

Dodnes boli vyvinuté tri rôzne metódy na transformáciu C. reinhardtii��]�NWRUêFK�NDåGi

má svoje výhody i nevýhody (Kindle, 1998).
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2.2.1 Bombardovanie

ÒþLQQi� WUDQVIRUPiFLD� EROD� SUL riasach SR� SUYêNUiW� RStVDQi� SUL� Y\XåLWt� ERPEDUGRYDQLD

pomocou wolframových partikúl (Debuchy et al., 1989; Kindle et al., 1989;  Mayfield

a Kindle, 1990). Pri tejto metóde je DNA precipitovaná na povrch malých partikúl

�QDMþDVWHMãLH�ZROIUiPRYêFK��D�SRG�WODNRP�Y\VWUHOHQi�QD�EXQN\�QD�SRYUFKX�3HWULKR�PLVN\�

3RPRFRX� ERPEDUGRYDQLD� MH� PRåQp� ]tVND"� Då� ���� WUDQVIRUPDQWRY� QD� 3HWULKR� PLVNX

�SULEOLåQH���[���-3) (Kindle et al., 1989). Táto metóda je vhodná na transformáciu buniek

C. reinhardtii�V�QHSRUXãHQRX�EXQNRYRX�VWHQRX�D�SUHWR�VD�YH�PL�þDVWR�SRXåtYD�D�WR�QLHOHQ

pri transformácii jadrového, ale i chloroplastového a mitochondriálneho genómu.

2.2.2 Elektroporácia

Elektroporácia je metóda, pri ktorej sa exogénna DNA vnesie do jadra pomocou

HOHNWULFNpKR�YêERMD��8PRå�XMH�WUDQVIRUPRYD"�DM�EXQN\�V�EXQNRYRX�VWHQRX��%URZQ�HW�DO��

������� 3{YRGQH� Qt]ND� WUDQVIRUPDþQi� ~þLQQRV"� ���-7 �EXQNX�� VD� Y� V~þDVQRVWL� Y�DND

RSWLPDOL]iFLL� WUDQVIRUPDþQêFK� SRGPLHQRN� �RVPRODULWD� WUDQVIRUPDþQpKR� PpGLD�� WHSORWD�

NRQFHQWUiFLD� S'1$�� LQWHQ]LWD� HOHNWULFNpKR� SR�D�� ]YêãLOD� Då� QD� ���� [� ��-3/bunku , resp.

2x105�WUDQVIRUPDQWRY��J�'1$��7DQJ�HW�DO���������6KLPRJDZDUD�HW�DO���������

������7UDQVIRUPiFLD�SRPRFRX�VNOHQHQêFK�JXOLþLHN

Pri tejto metóde sa recipientné bunky vortexujú (pretrepávajú) v prítomnosti DNA,

VNOHQHQêFK� JXOLþLHN� D�SRO\HW\OpQJO\NROX� �.LQGOH�� ������� -HGQRGXFKRV"� D� ~þLQQRV"� WHMWR

SURFHG~U\�� URYQDNR�DNR�IDNW��åH�QHY\åDGXMH�åLDGQH�ãSHFLiOQH� ODERUDWyUQH�Y\EDYHQLH� �QD

UR]GLHO�RG�SUHGFKiG]DM~FLFK�PHWyG���URELD�W~WR�PHWyGX�YH�PL�RE�~EHQRX��1HYêKRGRX�MH

YãDN�VNXWRþQRV"��åH�WDNWR�PRåQR�WUDQVIRUPRYD"� OHQ�EXQN\��NWRUp�QHPDM~�EXQNRY~�VWHQX

�FZ�PXWDQW\���ÒþLQQRV"�WHMWR�PHWyG\�MH�SULEOLåQH���3 transformantov/µg DNA, resp. 10-4
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-10-5�EXQNX��.LQGOH���������$E\�EROR�PRåQp�WUDQVIRUPRYD"�DM�EXQN\�V�EXQNRYRX�VWHQRX�

VNOHQHQp� JXOLþN\� VD� QDKUDGLOL� VLOLNyQRYêPL� NDUELGRYêPL� YOiNQDPL� D� ~þLQQRV"

transformácie bola 10-5 - 10-6/bunku (Dunahay, 1993).
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Kapitola 3

&LHOH�GL]HUWDþQHM�SUiFH

&LH�RP� WHMWR� GL]HUWDþQHM� SUiFH� EROR� QD� ]iNODGH� PROHNXOiUQHM�� PXWDþQHM� D� JHQHWLFNHM

DQDOê]\� SULVSLH"� N� UR]ãtUHQLX� ]ELHUN\� FKDUDNWHUL]RYDQêFK� PXWDQWRY� C. reinhardtii ako

]iNODGQpKR� SUHGSRNODGX� SUH� ãW~GLXP� D� SRFKRSHQLH� UHSDUDþQêFK� SURFHVRY

fotoautotrofných organizmov. Pri analýze mutantov sme sa zamerali na nasledovné

otázky:

• âW~GLRP� NULYLHN� GiYND�HIHNW� D�PXWDþQRX� DQDOê]RX� VPH� VOHGRYDOL� IHQRW\SRYê� SUHMDY

UHSDUDþQH�GHILFLWQêFK�PXWDQWRY�C. reinhardtii po pôsobení  fyzikálnych a chemických

DJHQVRY��LRQL]XM~FHKR�åLDUHQLD�D�011*��

• Pomocou genetickej analýzy VPH� XUþRYDOL�� þL� VD� MHGQi� R�PXWiFLH� Y� U{]Q\FK� JpQRFK

(alelizmus mutantov).

• Pomocou molekulárnej analýzy sme sledovali excíziu pyrimidínových dimérov pri

mutantoch zbierky.

• =LV"RYDOL� VPH�� þL� UHSDUDþQR�GHILFLWQp� NPHQH� SDWULD� GR� VNXSLQ\�� GR� NWRUHM� EROL

SUHGEHåQH�]DUDGHQp�

• =LV"RYDOL�VPH�SUDYGHSRGREQ~��~ORKX�UVS11 génu v regulácii bunkového cyklu a jeho

YSO\Y�QD�RSUDYQp�SURFHV\�Y�EXQNH��9UiPFL�WRKWR�FLH�D�VPH�VD�]DPHUDOL�QD�
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1. 3RURYQDQLH�UHSDUDþQHM�VFKRSQRVWL�PXWDQWRY�rad9 S. cerevisiae a uvs11 C. reinhardtii

SR�S{VREHQt��89���;�åLDUHQLD�D�006�EH]�]DVWDYHQLD�EXQNRYpKR�F\NOX�D�SR�]DVWDYHQt

bunkového cyklu mikrotubulovým jedom metyl benzimidazol 2-yl- karbamátom

(MBC).

2. Determinovanie morfológie buniek mutantov rad9 a uvs11 po pôsobení ionizujúceho

åLDUHQLD�� EH]� RYSO\YQHQLD� 0%&� D� SR� RYSO\YQHQt� 0%&�� SRPRFRX� RSWLFNêFK� D

IOXRUHVFHQþQêFK�PLNURVNRSLFNêFK�PHWyG�

3. 6OHGRYDQLH�PRåQHM� DQDOyJLH� IXQNFLH�RAD9 génu pri kvasinkách a UVS11 génu pri

riasach.

• 3RN~VLOL�VPH�VD�XVNXWRþQL"�~VSHãQ~�WUDQVIRUPiFLX�MDGURYpKR�JHQyPX�C. reinhardtii.
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Kapitola 4

Materiál a metódy

4.1 3RXåLWp�NPHQH

9�H[SHULPHQWRFK�VPH�SUDFRYDOL�V�QDVOHGRYQêPL�NPH�PL�

• Chlamydomonas reinhardtii

.PH� Genotyp Zdroj

W1 137C mt+ R. Matagne, University Liège, Belgicko
uvs9 uvs9 mt+ G.D. Small, Univ. of South Dakota, USA
uvs10 uvs10 mt+ Katedra genetiky, PriF UK Bratislava
uvs11 uvs11mt+ Katedra genetiky, PriF UK Bratislava
uvs12 uvs12 mt+ Katedra genetiky, PriF UK Bratislava
uvs13 uvs13 mt+ Katedra genetiky, PriF UK Bratislava
uvs14 uvs14 mt+ Katedra genetiky, PriF UK Bratislava
uvs15 uvs15 mt+ Katedra genetiky, PriF UK Bratislava
uvsE1 uvsE1 mt- E. Harris,  Duke University, USA
uvs351 uvs351mt+ Katedra genetiky, PriF UK Bratislava
uvs371 uvs371mt+ Katedra genetiky, PriF UK Bratislava

uvs11arg7 uvs11 arg7-8 mt+ Katedra genetiky, PriF UK Bratislava
cw15:arg7 cw15 arg7-8 mt+ -�'��5RFKDL[��8QLY��RI�*HQHYD��âYDMþLDUVNR

cc51 arg7 mt- E. Harris, Duke University, USA
cc620 wt mt+ -�'��5RFKDL[��8QLY��RI�*HQHYD��âYDMþLDUVNR
cc621 wt mt- -�'��5RFKDL[��8QLY��RI�*HQHYD��âYDMþLDUVNR

Tab. 4.1
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• Saccharomyces cerevisiae

.PH� Genotyp Zdroj

Wt MATa leu2 trp1ura3 his2 lys1-1
rad9 MATa leu2 trp1ura3 his2 lys1-1

rad9::URA3
Institut Curie, Paris,
Prof. Fabre

Tab. 4.2

• Escherichia coli

.PH� Genotyp Zdroj

XL1-Blue RecA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44
relA1 lacF´ proAB laclq Z̈0���7Q����7HWr)

J.D.Rochaix,
Univ. of Geneva

'+��. F-�HQG�$��KVG5���UHF$��VXS(����WKL����
¨�ODF=<$�DUJ)��8���3���ODF=¨0��

J.D. Rochaix,
Univ. of Geneva

Tab. 4.3

4.2 .XOWLYDþQp�PpGLi

������0pGLi�SRXåLWp�QD�NXOWLYiFLX�ULDV

• TAP médium

Beijerinckov roztok pre TAP 50 ml

Tris–acetátový roztok 3,75 ml

5R]WRN�IRVIRUHþQDQRY    25 ml

Stopové prvky      1 ml

Agar pre pevné médium   15 g

'RSOQL"�YRGRX�GR������PO

3UL� SUtSUDYH� EH]GXVtNDWpKR� 7$3� PpGLD� �7$3�1�� VPH� SRXåLOL� %HLMHULQFNRY� UR]WRN�

v ktorom je NH4&O�QDKUDGHQp�.&O�Y�URYQDNRP�PQRåVWYH�

Pri kultivácii buniek deficitných v syntéze arginínu sme do TAP média pridali 40 µg

arginínu na 1 ml pôdy.
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• YA médium

Beijerinckov roztok I 50 ml

5R]WRN�IRVIRUHþQDQRY 50 ml

Stopové prvky 1 ml

Acetát sodný 1,2 g

.YDVQLþQê�H[WUDNW 4 g

Agar pre pevné médiá 15 g

'RSOQL"�YRGRX�GR������PO

• HSA médium

Beijerinckov roztok I 50 ml

5R]WRN�IRVIRUHþQDQRY 50 ml

Stopové prvky 1 ml

Acetát sodný 1,2 g

Agar pre pevné médiá 15 g

'RSOQL"�YRGRX�GR������PO

• HSA1 médium

Beijerinckov roztok I 5 ml

Beijerinckov roztok II 45 ml

5R]WRN�IRVIRUHþQDQRY 50 ml

Acetát sodný 1,2 g

Agar pre pevné médiá 15 g

'RSOQL"�YRGRX�GR������PO

• HSA2 médium

Beijerinckov roztok II 10 ml

5R]WRN�IRVIRUHþQDQRY 10 ml
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Acetát sodný 0,24 g

Agar pre pevné médiá 15 g

'RSOQL"�YRGRX�GR������PO

• HSZ médium

Beijerinckov roztok I 25 ml

Beijerinckov roztok II 25 ml

5R]WRN�IRVIRUHþQDQRY 50 ml

Agar pre pevné médiá 40 g

'RSOQL"�YRGRX�GR������PO

Médium sa sterilizuje 20 min pri 120 °C a tlaku 120 kPa. Po 24 hod sa sterilizuje

druhýkrát a v prípade pevného média sa sterilne rozlieva do misiek.

3UL� PXWDþQHM� DQDOê]H� VPH� DNR� VHOHNWtYQH� PpGLXP� SRXåLOL� +6$� PpGLXP� V� SULGDQtP

streptomycínu (100 µg/ml média).

5R]WRN\�SRXåLWp�QD�SUtSUDYX�PpGLt�

• Beijerinckov roztok I (kompletný) NH4Cl ����J�UR]SXVWL"�Y�����PO�+2O

  MgSO4.7 H2O  0,7 g

  CaCl2.2 H2O �����J�UR]SXVWL"�Y�����PO�+2O

• Beijerinckov roztok II (bez dusíka)

z kompletného Beijerinckovho roztoku sa vynechá NH4Cl

• Beijerinckov roztok pre TAP médium NH4Cl 8 g

CaCl2.2 H2O 1 g

MgSO4.7 H2O 2 g

GRSOQL"�GR������PO�GHVWLORYDQRX�YRGRX
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• TRIS – acetátový zásobný roztok Tris 48,4 g

�DGRYi�N\V��RFWRYi� 20 ml

GRSOQL"�GR������PO�GHVWLORYDQRX�YRGou

• 5R]WRN�IRVIRUHþQDQRY��S+���� K2HPO4 28,8 g

KH2PO4 14,4 g

H2O 1000 ml

GRSOQL"�GR������PO�GHVWLORYDQRX�YRGRX

• Stopové prvky (Hutner, 1950) EDTA 50 g    /250 ml H2O

ZnSO4.4 H2O 22 g    /100 ml H2O

H3BO3 11,4 g /200 ml H2O

MnCl2.4 H2O   5,1 g /  50 ml H2O

FeSO4.7 H2O   5,0 g /  50 ml H2O

CoCl2.6 H2O   1,6 g /  50 ml H2O

CuSO4. 5H2O   1,6 g /  50 ml H2O

(NH4)6Mo7O24.4 H2O   1,1 g /  50 ml H2O

Príprava��5R]SXVWL"�MHGQRWOLYp�NRPSRQHQW\�Y�SUtVOXãQRP�PQRåVWYH�YRG\��9ãHWN\�UR]WRN\

RNUHP� ('7$� ]OLD"� D� SRYDUL"�� 1iVOHGQH� SULGD"� ('7$�� SULþRP� FHOi� ]PHV� E\� PDOD

QDGREXGQ~"� ]HOHQ~� IDUEX��2FKODGL"� QD���� �&�D�SULGDQtP���� ±� ���PO� KRU~FHKR� UR]WRNX

KOH (20 %��XSUDYL"�S+�QD������5R]WRN�GRSOQL"�GR�NRQHþQpKR�REMHPX��� OLWHU�D�QHFKD"

YR�I�DãL�V�YDWRYRX�]iWNRX�QD���±���WêåGQH�GR]ULH"��3R�XSO\QXWt�WRKWR�þDVX�VD�]HOHQi�IDUED

]PHQt�QD�ILDORY~��9�SUtSDGH��åH�VD�Y\WYRUt�Y�UR]WRNX�XVDGHQLQD��RGVWUiQLPH�MX�ILOWUiFLRX

cez 2 vrstvy Whatman I.

Poznámky: .DOLEUiFLD�S+�PHWUD�SXIURP�VD�UREt�WLHå�SUL�����&�

Na úpravu pH�QHSRXåtYD"�1D2+�

9ãHWN\�UR]WRN\�VPH�XFKRYiYDOL�Y�FKODGQLþNH�SUL����&�
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������0pGLi�SRXåLWp�QD�NXOWLYiFLX�NYDVLQLHN�S. cerevisiae

• YPD médium: NYDVQLþQê�H[WUDNW�   10 g

Pepton   20 g

Glukóza (20 % roztok) 100 ml

Agar   20 g

'RSOQL"�YRdou do 1000 ml

������0pGLi�SRXåLWp�QD�NXOWLYiFLX�EDNWpULt E. coli

• LB médium: NYDVQLþQê�H[WUDNW  5 g

Tryptón 10 g

NaCl  5 g

Agar 20 g

'RSOQL"�YRGRX�GR������PO

'R�VHOHNþQêFK�/%�PpGLt�VPH�SULGiYDOL�DPSLFLOtQ�Y�NRQFHQWUiFLL�����PJ�PO�

4.3 3RXåLWp�PXWDJpQ\

$NR� ]GURM� 89� åLDUHQLD� VPH� SRXåLOL� ���:� åLDULYNX� 789� 3KLOOLSV�� NWRUi� HPLWXMH� ����

O~þRY�V�YOQRYRX�G�åNRX�������QP��,QWHQ]LWD�åLDUHQLD�EROD���-�P-2.s -1.

$NR� FKHPLFNê� PXWDJpQ� VPH� SRXåLOL� 1�PHW\O�1��QLWUR�1�QLWUy]RJXDQLGtQ

(MNNG) a metyl-metán-sulfonát (MMS).

$NR�]GURM�;�åLDUHQLD�VPH�SRXåLOL�U|QWJHQRYX�WUXELFX�SUDFXM~FX�Y�UHåLPH����N9�D

10 mA  s príkonom 18,06 krad.h-1.

4.4 5iGLRDNWtYQH�]QDþHQp�FKHPLNiOLH

[ 2-3H ] – adenín so špecifickou aktivitou 23 Ci/mmol (Amersham)
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4.5 Plazmid pRXåLWê�QD�WUDQVIRUPiFLX

Na transformáciu buniek C. reinhardtii �VPH�SRXåLOL�SOD]PLG�S$5*����SKL����������NE�

�2EU�� ����� ]tVNDQê� ]� 2GGHOHQLD� PROHNXOiUQHM� ELROyJLH�� 8QLYHU]LW\� Y� äHQHYH� �VHOHNþQê

marker: rezistencia na ampicilín).

Obr. 4.1 Schéma SOD]PLGX S$5*��� SKL� SRXåLWpKR QD WUDQVIRUPiFLX EXQLHN C. reinhardtii. Plazmid
skonštruoval Saul Purton.

4.6 6WDQRYHQLH�SUHåtYDQLD�D�PXWDELOLW\�UHSDUDþQH�GHILFLWQêFK
NPH�RY�Chlamydomonas reinhardtii po pôsobení
89�åLDUHQLD��006�D�;�åLDUHQLD

������3UtSUDYD�EXQLHN�QD�RYSO\Y�RYDQLH�PXWDJpQPL

1. 3UtSUDYD�EXQLHN�]DþDOD�SUHQHVHQtP�EXQLHN�QD�+6$�PpGLXP��QD�NWRURP�UiVWOL���Då��

GQt�SUL�VYHWHOQRP�UHåLPH����K�VYHWOR�����K�WPD�



Materiál a metódy                                                                                                                                          54

2. 3RWRP�VPH�EXQN\�QDRþNRYDOL�GR�WHNXWpKR�+6$�PpGLD��Y�NWRURP�VPH�LFK�QHFKDOL�UiV"

3 dni.

3. Rozrastenú kultúru sme scentrifugovali (5 min, 2500 ot./min, RT), rozsuspendovali

Y� GHVWLORYDQHM� YRGH�� %XQN\� Y� NXOW~UH� VPH� VSRþtWDOL� SRPRFRX� %�UNHURYHM� NRP{UN\

V� SRXåLWtP� VYHWHOQpKR� PLNURVNRSX�� 7DNWR� SULSUDYHQ~� NXOW~UX� VPH� RYSO\Y�RYDOL

mutagénmi.

4.6.2 Zastavenie bunkového cyklu  C. reinhardtii  pomocou MBC

4. 'YRMG�RY~� NXOW~UX� VPH� QD� NRQFL� VYHWHOQHM� SHULyG\� UR]GHOLOL� QD� GYH� þDVWL�

scentrifugovali (5 min, 3000 ot./min, RT) a rozsuspendovali v rovnakom objeme HSA

média.

5. 'R� MHGQHM� þDVWL� VPH� SULGDOL� 0%&� �]iVREQê� UR]WRN� ��� PJ�PO� '062��� WDN� DE\

výsledná koncentrácia MBC v médiu bola 300 �J�PO�� .XOW~U\� VPH� QHFKDOL� UiV"� QD

VYHWHOQHM�SROLFL��DOãtFK����KRGtQ�

6. Bunky sme scentrifugovali (5 min, 3000 ot./min., RT), rozsuspendovali v príslušnom

objeme vody a do kultúry, ktorá bola synchronizovaná a zabblokovaná v G2 fáze

SRPRFRX�0%&��VPH�RSl"�SULGDOL�0%&�Y pôvodnej  koncentrácii.

4.6.3 Ovplyvnenie buniek  C. reinhardtii  mutagénmi

7. 3UL� VOHGRYDQt� YSO\YX� 89� åLDUHQLD� VPH� SULSUDYHQú kultúru rozdelili do

��XPHORKPRWQêFK�3HWULKR�PLVLHN�SR���PO� D�RYSO\Y�RYDOL�89�����QP�GiYNDPL� ���

100, 150 a 200 J.m-2�� 3R� RåLDUHQt� VPH� QHFKDOL� EXQN\� LQNXERYD"� �� KRGLQX� V�0%&

v tme, aby sme zabránili fotoreaktivácii.

8. Pri sledovaní vplyvu MMS sme pripravenú kultúru rozdelili do 5 skúmaviek po 2 ml

a pridávali sme MMS (10% zásobný roztok) do výslednej koncentrácie 0,1; 0,2; 0,3

D� ���� ��� .XOW~U\� VPH� RYSO\Y�RYDOL� �� KRGLQX� Y� WPH� QD� WUHSDþNH�� 3R� XNRQþHQt

RYSO\Y�RYDQLD�VPH�NXOW~UX�VFHQWULIXJRYDOL�D�SUHP\WtP�]EDYLOL�]Y\ãNRY�PXWDJpQX�
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9. Pri sledovaní vplyvu MNNG sme pripravenú kultúru rozdelili do 4 skúmaviek

SR���PO��3RXåLOL� VPH� WUL�NRQFHQWUiFLH�011*��]iVREQê� UR]WRN���PJ�011*�Y���PO

5% DMSO) – 50, 100 a 200 µg/ml a jednu kontrolu (5% DMSO bez MNNG).

.XOW~U\� VPH�RYSO\Y�RYDOL����PLQ~W�Y� WPH�QD� WUHSDþNH��3R�XNRQþHQt�RYSO\Y�RYDQLD

sme kultúru scentrifugovali a premytím zbavili zvyškov mutagénu.

10. 3UL� VOHGRYDQt� YSO\YX� ;�åLDUHQLD� VPH� SULSUDYHQ~� NXOW~UX� UR]GHOLOL� GR

��XPHORKPRWQêFK�VN~PDYLHN�D�RYSO\Y�RYDOL�GiYNDPL�����D���NUDG�

11. 3R�XNRQþHQt�RYSO\Y�RYDQLD�VPH�EXQN\�VFHQWULIXJRYDOL��SUHP\OL�Y�GHVWLORYDQHM�YRGH�

aby sme odstránili MBC, nariedili na potrebnú hustotu (75 000 – 100 000 buniek na

SHYQp� +6$� PpGLXP� SUL� KRGQRWHQt� SUHåtYDQLD� D� ���� [� ��6 buniek na pevné HSA

médium so streptomycínom pri hodnotení mutability) a vysievali na pevné HSA

médium.

12. 3HWULKR� PLVN\� VPH� NXOWLYRYDOL� �� Då� �� GQt� �VWDQRYHQLH� SUHåtYDQLD��� UHVS�� ��� GQt

(stanovenie mutability) na svetelnej polici.

������6WDQRYHQLH�SUHåtYDQLD

13. 3UHåtYDQLH�EXQLHN�VPH�KRGQRWLOL�PLNURVNRSLFN\��2VRELWQH�VPH�KRGQRWLOL�RGXPLHUDQLH

EXQLHN� SUHG� D� SR� UR]GHOHQt�� 3UL� NDåGRP� SRNXVH� D� NDåGRP� YDULDQWH� VPH� KRGQRWLOL

DVSR����3HWULKR�PLVN\��QD�NDåGHM�DVSR������NROyQLt��.DåGê�H[SHULPHQW�VPH�RSDNRYDOL

minimálne trikrát.

4.6.5 Stanovenie mutability

14. 3HWULKR�PLVN\� VPH� NXOWLYRYDOL� �� WêåGQH� QD� VYHWHOQHM� SROLFL�� 3R� WURFK� WêåG�RFK� VPH

URELOL� YL]XiOQH� KRGQRWHQLH� VSRþtWDQtP� Y\UDVWHQêFK� NROyQLt� QD� SODWQLDFK

so streptomycínom.
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4.7 6WDQRYHQLH�SUHåtYDQLD�EXQLHN�S. cerevisiae po pôsobení
89�åLDUHQLD��006�D�;�åLDUHQLD

������3UtSUDYD�EXQLHN�QD�RYSO\Y�RYDQLH�PXWDJpQPL

1. %XQN\� VPH� QDRþNRYDOL� GR� ���� PO� WHNXWpKR� <3'� PpGLD� D� QHFKDOL� UiV"� Då� GR

dosiahnutia exponenciálnej fázy (18-20 hodín). V exponenciálnej fáze rastu malo 90

��YãHWNêFK� NYDVLQNRYêFK� EXQLHN� SUL� PLNURVNRSLFNRP� KRGQRWHQt� W\SLFNê� þLQNRYLWê

WYDU�SR]RVWiYDM~FL�]�GYRFK�QHUR]GHOHQêFK��URYQDNR�YH�NêFK�EXQLHN�

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

médiu.

3. .XOW~U\�VPH�UR]GHOLOL�QD�GYH�þDVWL��SR����PO���GR� MHGQHM�VPH�SULGDOL�0%&��]iVREQê

roztok 10 mg/ml) tak, aby výsledná koncetrácia bola 1 %. Takto pripravenú kultúru

VPH�NXOWLYRYDOL���KRGLQ\�QD�WUHSDþNH��:HLQHUW�D�+DUWZHOO��������

4. .XOW~U\� VPH� VFHQWULIXJRYDOL�� SUHP\OL� YRGRX� D� VSRþtWDOL�� 3UH� RYSO\Y�RYDQLH� EXQLHN

006� VPH� NXOW~U\� UR]VXVSHQGRYDOL� Y� ��� PO� IRVIiWRYpKR� SXIUX�� NWRUê� XGUåLDYD

RSWLPiOQH� S+� SR� DSOLNiFLL� 006�� .XOW~U\� RYSO\Y�RYDQp� 89�� D� ;�åLDUHQtP� VPH

UR]VXVSHQGRYDOL�Y�VWHULOQHM�YRGH��'R�SUHGRYSO\YQHQêFK�NXOW~U�VPH�RSl"�SULGDOL�0%&

v rovnakej koncentrácii.

4.7.2 Ovplyvnenie buniek S. cerevisiae mutagénmi

5. 3UL� VOHGRYDQt� YSO\YX� 89� åLDUHQLD� VPH� SULSUDYHQú kultúru rozdelili do

��XPHORKPRWQêFK�3HWULKR�PLVLHN�SR���PO� D�RYSO\Y�RYDOL�89�����QP�GiYNDPL� ���

100 a 150 J.m-2��3R�RåLDUHQt� VPH�QHFKDOL�EXQN\� LQNXERYD"���KRGLQX�V�0%&�Y� WPH�

aby sme zabránili fotoreaktivácii.

6. Pri sledovaní vplyvu MMS sme pripravenú kultúru rozdelili do 5 skúmaviek po 2 ml

a pridávali sme MMS (10% zásobný roztok) do výslednej koncentrácie 0,05; 0,1; 0,2

D��������9]RUN\�VPH�RYSO\Y�RYDOL���KRGLQX�QD�WUHSDþNH��3R�XNRQþHQt�RYSO\Y�RYDQLD

sme kultúru scentrifugovali a premytím zbavili zvyškov mutagénu.
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7. 3UL� VOHGRYDQt� YSO\YX� ;�åLDUHQLD� VPH� SULSUDYHQ~� NXOW~UX� UR]GHOLOL� GR

��XPHORKPRWQêFK�VN~PDYLHN�D�RYSO\Y�RYDOL�GiYNDPL�����D���NUDG�

8. 3R� VNRQþHQt� RYSO\Y�RYDQLD� VPH� EXQN\� VFHQWULIXJRYDOL� ��� PLQ�� ����RW��PLQ�� 57��

premytím v sterilnej destilovanej vode odstránili MBC, nariedili na potrebnú hustotu

a vysievali.

9. Petriho misky sme kultivovali 3 dni pri 29 ºC.

10. 3RþHW� QDUDVWHQêFK� NROyQLt� VPH� KRGQRWLOL� SRPRFRX� ODVHURYpKR� SRþtWDþD� $UWHN� ±

Counter M880.

4.8 Genetická analýza C. reinhardtii

������5HNRPELQDþQi�DQDOê]D

1. 3UtSUDYD� EXQLHN� SUH� NUtåHQLH� ]DþDOD� SUHQHVHQtP� EXQLHN� QD�<$�PpGLXP�� QD� NWRURP

UiVWOL� �� Då���GQt�� 3RWRP� VPH�EXQN\� SUHQLHVOL� QD�+6$�S{GX� V� ����� REVDKRP�GXVtND

v porovnaní so štandardnou pôdou, na ktorej bunky rástli 48 hodín.

2. 3R�GYRFK�G�RFK�NXOWLYiFLH�QD�+$6�V������REVDKRP�GXVtND� VPH�EXQN\�SUHQLHVOL� GR

(UOHQPD\HURYêFK� EDQLHN� V� WHNXWRX� S{GRX� EH]� GXVtND�� NWRUi� EROD� Sl"NUiW� ]ULHGHQi�

9� WHMWR� S{GH� VPH� SRQHFKDOL� EXQN\� �� KRGtQ�� 3RWRP� VPH� SUHYHULOL� NUtåHQLH� NPH�RY

]PLHãDQtP� Y]RULHN� RSR]LWQêFK� SRKODYQêFK� W\SRY� QD� SRGORåQRP� VNOtþNX�� $N� VD

QHNUtåLOL��NXOWLYRYDOL�VPH�EXQN\�Y�WHMWR�S{GH��DOãLH���Då���KRGLQ\�

3. $N� VD� EXQN\� NUtåLOL�� ]PLHãDOL� VPH� RGSRYHGDM~FH� PQRåVWYi� RSR]LWQêFK� SRKODYQêFK

W\SRY��D�SRQHFKDOL�Y�VN~PDYNH�QD�VYHWHOQHM�SROLFL�����Då���KRGLQX��3RWRP�VPH�����PO

NUtåLDFLFK� VD� EXQLHN� Y\VLHYDOL� QD� +6� S{GX� VR� 4% DJDURP� D� SRORYLþQêP� REVDKRP

GXVtND�D�NXOWLYRYDOL�QD�VYHWOH�SULEOLåQH����KRGtQ��QLH�YãDN�YLDF�DNR������3RWRP�VPH

PLVN\�]DEDOLOL�GR�DOREDOX�D�NXOWLYRYDOL�Y�WPH���Då���GQt�

4. 3R� XNRQþHQt� NXOWLYiFLH� Y� WPH� VPH� ]\JRW\� SUHQLHVOL� D� UR]WLDKOL� QD� <$� PpGLX

D�NXOWLYRYDOL����Då����KRGtQ��DE\�SUHEHKOD�PHLy]D�
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5. 3UL�SUHQRVH�]\JyW�PRKOR�G{MV"� DM�N�SUHQRVX�YHJHWDWtYQ\FK�EXQLHN��SUHWR� VPH�SODW�X

V� UR]WLDKQXWêPL� ]\JRWDPL� Y\VWDYLOL� QD� ��� VHF� ~þLQNRP� SiU� FKORURIRUPX�� NWRUê

inaktivuje vegetatívne bunky.

6. +DSORLGQp� SURGXNW\� åYRWDVFKRSQêFK� ]\JyW� VPH� SRWRP� VNOHQRX� LKORX� UR]"DKRYDOL

SR]G�å�YRSUHG�åLOHWNRX�Y\]QDþHQêFK�]YLVOêFK�þLDU�QD�Y]GLDOHQRV"�]RUQpKR�SR�D�OXS\�

7. Vyrastené kolónie sme preniesli do replikátora. Pripravili sme tak suspenzie

MHGQRWOLYêFK� NROyQLt�� NWRUp� VPH� SUHQLHVOL� QD� �� <$� SODWQH�� -HGQX� VPH� SRXåLOL� DNR

NRQWUROQê�YDULDQW�D�RVWDWQp�VPH�RåLDULOL�GiYNDPL��������D�����-�P�–2�89�åLDUHQLD��89

FLWORYRV"� VPH� KRGQRWLOL� YL]XiOQH� SRURYQDQtP� RåLDUHQêFK� YDULDQWRY� V� QHRåLDUHQêPL

YDULDQWDPL�V�QHRåLDUHQRX�NRQWURORX�

4.8.2 Analýza na úrovni zygót

���Då����ERG�V~�URYQDNp�DNR�SUL�UHNRPELQDþQHM�DQDOê]H�

6. =\JRW\�VPH�QHFKDOL�UR]UiV"�D�]�Y\UDVWHQêFK�NROyQLt�VPH�SULSUDYLOL�VXVSHQ]LX�EXQLHN�

NWRU~�VPH�SRWRP�Y\VLHYDOL�QD�<$�SODWQH�Y�SRGREH�þLDU�

7. 3RORYLFX�<$�SODWQH�V�Y\VLDWêPL�EXQNDPL�VPH�]DNU\OL�NRYRYRX�GRãWLþNRX��VO~åLOD�DNR

NRQWUROD�� D� GUXK~� SRORYLFX� VPH� RYSO\YQLOL� 89� åLDUHQtP� GiYNDPL� ��� Då� ��� VHF�

9\ãWLHSRYDQLH� ãWDQGDUGQpKR� W\SX� VPH� RSl"� KRGQRWLOL� YL]XiOQ\P� SRURYQDQtP

V�QHRåLDUHQRX�NRQWURORX�

4.9 Stanovenie excízie pyrimidínových dimérov po pôsobení
89�åLDUHQLD

9\ãWLHSRYDQLH� S\ULPGtQRYêFK� GLPpURY� VPH� VWDQRYLOL� SRG�D� 6PDOOD� D� *UHLPDQQRYHM

�������� 1D� PRQLWRURYDQLH� SUtWRPQRVWL� S\ULPLGtQRYêFK� GLPpURY� VPH� SRXåLOL� 89

špecifickú endonukleázu, ktorá štiepi DNA v miestach pyrimidínových dimérov.
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3UtSUDYD�NPH�RY�

���'R����PO�WHNXWpKR�7$3�PpGLD�VPH�QDRþNRYDOL�EXQN\�C. reinhardtii s koncentráciou

5.105 buniek/ml média.

���'R� NXOW~U\� VPH� SULGDOL� UiGLRDNWtYQH� ]QDþHQê� DGHQtQ� WDN�� DE\� YêVOHGQi� NRQFHQWUiFLD

bola 3 mCi /ml.

��� .XOW~UX� VPH� NXOWLYRYDOL� GYD� GQL� QD� WUHSDþNiFK� QD� VYHWHOQHM� SROLFL� GR� YêVOHGQHM

koncentrácie minimálne  1.106 buniek/ml média.

��GH�

2åLDUHQLH�EXQLHN:

���'YRMG�RY~�NXOW~UX�VPH�RYSO\YQLOL�89�åLDUHQtP�GiYNRX����-�P-2 v Petriho miske

s priemerom 15 cm.

��� 3RORYLFX� NXOW~U\� ��� PO�� VPH� KQHG�� SR� RåLDUHQt� SUHQLHVOL� GR� (UOHQPD\HURYHM� EDQN\

D� LQNXERYDOL� ��� KRGtQ� QD� WUHSDþNH� Y� WPH� � �DE\� VPH� ]DEUiQLOL� IRWRDNWLYiFLL��� 3R� ��

KRGLQiFK�VPH�V�WêPLWR�Y]RUNDPL�SRNUDþRYDOL�Y�SRVWXSH�RG�ERGX�þ����

Extrakcia DNA:

6. Druhú polovicu kultúry (6 ml) sme scentrifugovali (15 min, 3700 ot./min, RT)

a premyli 5 ml 0,15 mol.dm-3 EDTA, pH 8,0.

���3R�SUHP\Wt�VPH�Y]RUN\�SUHQLHVOL�GR�VWHULOQêFK�PLNURFHQULIXJDþQêFK��(SSHQGRUIRYêFK�

skúmaviek pridaním 0,4 mol.dm-3  Tric-HCl-1% SDS - 0,1 mol.dm-3 NaCl, pH 9,0.

���9]RUN\�VPH�QHFKDOL�VWi"����PLQ~W�SUL�L]ERYHM�WHSORWH�

9. Extrakciu DNA sme urobili pridaním 0,4 ml zmesi fenol:chloroform:izoamylalkohol

Y�SRPHUH����������SRG�D�Molecular cloning: A laboratory manual, Sambrook et al., 1989)

a obsah skúmaviek sme opatrne premiešali.

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

����9UFKQ~�YRGQ~�Ii]X�VPH�SUHQLHVOL�DXWRPDWLFNRX�SLSHWRX�VR�]DVWULKQXWRX�ãSLþNRX��DE\

VPH�]DEUiQLOL�PHFKDQLFNpPX�SRãNRGHQLX�'1$��GR�þLVWHM�(SSHQGRUIRYHM�VN~PDYN\�

����=RSDNRYDOL�VPH�IHQRORY~�H[WUDNFLX�SRG�D�ERGRY������

����.�]tVNDQHM�YRGQHM� Ii]H� VPH�SULGDOL� URYQDNê�REMHP� FKORURIRUPX�D�Y]RUNX� VPH�RSl"

centrifugovali (3 min, 1600 ot./min, RT).
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14. Vrchnú fázu s extrahovanou DNA sme opatrne preniesli do vopred pripravených

GLDO\]DþQêFK� KDGLþLHN� �SR]UL� 3UtSUDYD� GLDO\]DþQêFK� KDGLþLHN�� D� QHFKDOL� QD� PLHãDþNH

GLDO\]RYD"�FH]�QRF�Y���OLWUL�UR]WRNX������PRO�GP-3 TrisHCl - 0,1 nmol.dm-3  EDTA, pH

7,5 v chladiacom boxe.

��GH�

Štiepenie izolovanej DNA UV špecifickou endonukleázou:

����=�NDåGHM�Y]RUN\�SR�GLDOê]H�VPH�SULSUDYLOL�GYD�YDULDQW\�

I.  DNA bez UV endonukleázy

II. DNA 1 + 10 ml UV endonukleáazy.

����'R�NDåGpKR�YDULDQWX�VPH�SULGDOL����PO�����PRO�GP-3 NaCl.

����9]RUN\�VPH�QHFKDOL�LQNXERYD"����PLQ��QD�YRGQRP�N~SHOL�V�WHSORWRX�����&�

Centrifugácia DNA v sacharózovom gradiente:

18. Na pripravený sacharózový gradient (pozri príprava sacharózového gradientu) sme

naniesli 100 µl 1 mol.dm-3 NaOH a 110 µl inkubovanej zmesi. Vzorky sme pri nanášaní

QHFKDOL�VWHND"�SR�VWHQH�FHQWULIXJDþQHM�VN~PDYN\�

���� 1DQHVHQp� REMHP\� VPH� RSDWUQH� SUHPLHãDOL� ãSHQGOtNRP� D� QHFKDOL� VWi"� ��� PLQ~W� SUL

izbovej teplote.

����9]RUN\�VPH�FHQWULIXJRYDOL�����PLQ~W�SUL�������RW��PLQ�SUL�WHSORWH����&��3R�VNRQþHQt

FHQWULI~JDFLH�VPH�QD�]DVWDYHQLH�URWRUD�SRXåLOL�EU]GX�

Rozkvapkanie gradientov a hydrolýza RNA:

21. Po centrifugácii sme jednotlivé gradienty rozkvapkali v intrervaloch 10 sec. do

(SSHQGRUIRYêFK�VN~PDYLHN��]�NDåGpKR�JUDGLHQWX�VPH�]tVNDOL�SULEOLåQH����IUDNFLt��

����'R�NDåGHM�IUDNFLH�SULGDOL�����PO���PRO�GP-3  NaOH.

����6N~PDYN\�V�MHGQRWOLYêPL�IUDNFLDPL�VPH�QHFKDOL�LQNXERYD"�FH]�QRF�QD�YRGQRP�N~SHOL

s teplotou 37 °C, aby prebehla hydrolýza RNA.
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��GH�

Zastavenie hydrolýzy a filtrácia:

24. Do skúmaviek s jednotlivými frakciami sme pridali 50 µl calf-thymus DNA

(2mg/ml).

25. Hydrolýzu sme zastavili pridaním rovnakého objemu 20% TCA (0,8 ml).

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

premyté v roztoku adenínu (50 µg/ml).

Premývanie filtrov a meranie rádioaktivity:

28. Po filtrácii sme filtre premývali dvakrát 10 min v studenej 10% TCA, jedenkrát 10

min v 80% etanole a jedenkrát 10 min v acetóne.

����9\VXãHQp�ILOWUH�VPH�YNODGDOL�GR�VFLQWLODþQêFK�IODãWLþLHN�V���PO�WROXpQRYHM�VFLQWLODþQHM

tekutiny (SLT).

���� $NWLYLWX� Y]RULHN� VPH� PHUDOL� QD� VFLQWLODþQRP� SUtVWURML� %HFNPDQ� QD� ÒVWDYH

molekulárnej biológie SAV.

=ORåHQLH�WROXpQRYHM�VFLQWLODþQHM�WHNXWLQ\��6/7��

PPO 5 g

POPOP 67 mg

toluén 1000 ml

3UtSUDYD�GLDO\]DþQêFK�KDGLþLHN�

���+DGLþN\�VPH�QDVWULKDOL�GR�YKRGQHM�G�åN\��DVL����FP��

���1DVWULKDQp�KDGLþN\�VPH�YDULOL����PLQ�YR�YH�NRP�REMHPH����1$+&23 1 nmol.dm-3

EDTA.

���+DGLþN\�VPH�SUHSOiFKOL�Y�GHVWLORYDQHM�YRGH�D�RSl"�YDULOL����PLQ�Y�GHVWLORYDQHM�YRGH�

���+DGLþN\�VPH�QHFKDOL�Y\FKODGQ~"�D�XFKRYiYDOL�SUL����&�SRQRUHQp�Y�GHVWLORYDQHM�YRGH�

��� 3UHG� SRXåLWtP� VPH� KDGLþN\� SUHSOiFKOL� GHVWLORYDQRX� YRGRX�� 9åG\� VPH� SUDFRYDOL

v rukaviciach.
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Príprava sacharózového gradientu:

Na prípravu sacharózového gradientu sme pripravili nasledovné roztoky:

A) 25 ml 10% sacharózy

B) 25 ml 40% sacharózy

C) 50 ml 1 mol.dm-3 EDTA - 0,4 mol.dm-3 NaOH.

Zmiešali sme 25 ml roztoku A s 25 ml roztoku C a 25 ml roztoku B s  25 ml roztoku C.

Získali sme tak 5% a 20% roztok sacharózy.

-HGHQ�JUDGLHQW�REVDKRYDO�����PO��0\�VPH�SULSUDYRYDOL���JUDGLHQW\�V~þDVQH��1D�SUtSUDYX

3 gradientov sme napipetovali 7,2 ml 20% a 7,2 ml 5% roztoku sacharózy do zmiešavacej

komôrky. V komôrke s 20% sacharózou sme pustili miešadlo a otvorili prietok medzi

komôrkami s 20% a 5% sacharózou. Pri plnení skúmaviek sachróza stekala po stenách,

aby sa vytvoril gradient.

Izolácia UV endonukleázy z buniek M. luteus:

Enzým UV endonukleázu z baktérií Micrococcus luteus sme izolovali modifikovanou

PHWyGRX�SRG�D�&DUULHUD�D�6HWORZD��������

1. 3 g sušených buniek M. luteus  ATCC 4698 (Miles Laboratories, Inc., U.S.A.) sme

rozsuspendovali v 100 ml 10 mM Tris.Cl, pH 8.0, rozotreli v homogenizátore

a centrifugovali v Beckman centrifúge (6000 ot./min., 15 min., 15oC). Supernatant

sme zliali a sedimentované bunky resuspendovali v 150 ml roztoku 0,2 M sacharóza,

10 mM Tris.Cl, pH 8.0. Po pridaní 20 mg lyzozýmu sa bunky inkubovali 30 min. pri

30oC a prudko schladili pridaním 125 ml sterilnej studenej vody za intenzívneho

PLHãDQLD���IUDNFLD�,��2G�WRKWR�NURNX�VD�Xå�YãHWN\�QDVOHGXM~FH�RSHUiFLH�XVNXWRþ�RYDOL

Y��DGRYRP�N~SHOL��UHVS��SUL��oC.

2. K frakcii I sme pridali v priebehu 30 minút za stáleho miešania 30 ml 10%

VWUHSWRP\FtQ� VXOIiWX� D� QHFKDOL� PLHãD"� �DOãtFK� ��� PLQ~W�� 3R� FHQWULIXJiFLL� �����

ot./min., 4oC, 30min.) sme zachytili supernatant - frakcia II.

3. =� IUDNFLH� ,,� VD� ELHONRYLQ\� ]UiåDOL� FH]� QRF� Y� FKODGQRP� ER[H� ]D� VWiOHKR� PLHãDQLD

pevným síranom amónnym do 65 % nasýtenia (128,7g). Precipitát sa odcentrifugoval
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(14000 ot./min., 4oC, 40 min.) a sediment sme resuspendovali v 25 ml roztoku 10 mM

7ULV&O��SK��������P0���PHUNDSWRHWDQRO������HW\Oénglykol - frakcia III.

4. .� IUDNFLL� ,,,� VPH� SULGDOL� ���� PO� UR]WRNX� ��� P0� 7ULV�&O�� S+� ����� �P0� �� �

merkaptoetanol, 5% etylénglykol. Celý objem, t.j. 150 ml, sme naniesli na DEAE

NROyQX� �YL��3UtSUDYD�'($(�NROyQ\��Y� FKODGQRP�ER[H��5R]WRN����P0�7ULV�&O�� S+

�����������P0�����PHUNDSWRHWDQRO������PO��VPH�SRXåLOL�DNR�SUHPêYDFt�SXIRU�SRþDV

chromatografického delenia vzorky na kolóne.

5. 3R� QDQHVHQt� Y]RUN\� QD� NROyQX� VPH� ]DSOL� ]EHUDþ� IUDNFLt� ���� PO� IUDNFLH�� ��� PLQ���

3UtWRPQRV"� ELHONRYtQ� Y� MHGQRWOLYêFK� IUDNFLiFK� VPH� ]LV"RYDOL� IDUEHQtP� SRG�D

Bradforda. Najintenzívnejšie sfarbené frakcie sme vysolili s (NH4)2SO4 do 80 %

QDVêWHQLD��W�M������J�SHYQpKR�VtUDQX�DPyQQHKR�QD������PO��D�QHFKDOL�PLHãD"�FH]�QRF

pri 4 oC.

6. 1D� GUXKê� GH�� VPH� SR� FHQWULIXJiFLL� ������ RW��PLQ��� �� oC, 30 min.) sediment

UHVXVSHQGRYDOL�Y���PO�SXIUX����P0�7ULV�&O��S+��������P0�����PHUNDSWRHWDQRO������

etylénglykol. Takto izolovanú UV endonukleázu sme uchovávali pri teplote - 20oC.

1D�]iNODGH�WHVWRYDQLD�DNWLYLW\�HQGRQXNOHi]\�VPH�XUþLOL�RSWLPiOQX�GiYNX����µl na jednu

vzorku.

Príprava DEAE kolóny:

1D� SUtSUDYX�'($(� NROyQ\� VPH� SRXåLOL� FFD� ��� FP� GOK~� VNOHQHQ~� NROyQX� V� SULHPHURP

����FP��'R� MHM�VSRGQHM�þDVWL� VPH�GDOL�N~VN\�VLOLNRQL]RYDQHM�VNOHQHM�YDW\��1iSO��NROyQ\

tvorila DEAE celulóza 32 (WHATMAN), ktorú sme najskôr rozpustili v 15-násobnom

REMHPH�����1�+&O��QHFKDOL�PLHãD"����PLQ~W�SUL� ODERUDWyUQHM� WHSORWH�D�SRWRP�SUHPêYDOL

H2O, kým pH filtrátu bolo cca 4,0. K DEAE celulóze sme potom pridali 15-násobný

REMHP�����1�1D2+��QHFKDOL�PLHãD"����PLQ~W��SUHILOWURYDOL�D�HãWH�UD]�]RSDNRYDOL�V�����1

NaOH. Po prefiltrovaní sme celulózu premývali s roztokom 10 mM TrisCl, pH 7,5, kým

QHPDO� ILOWUiW� SULEOLåQH� QHXWUiOQH� S+�� 1D� WDNWR� SULSUDYHQ~� '($(� NROyQX� VPH� QDQLHVOL

nami vyizolovanú vzorku.
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4.10 )OXRUHVFHQþQi�PLNURVNRSLD

0HWyGX�IOXRUHVFHQþQHM�PLNURVNRSLH�VPH�Y\XåLOL�SUL�SR]RURYDQt�~þLQNX�PLNURWXEXORYpKR

destabilizátora MBC na zablokovanie bunkového cyklu pri riase C. reinhardtii.

1. Z exponenciálne rastúcej kultúry buniek (OD = 0,2 – 1,5) sme odobrali 1,5 ml vzorky

do eppendorfových skúmaviek a scentrifugovali ich (5 min, 4 500 g, RT). Po odsatí

supernatantu sme bunkový sediment fixovali pridaním zmesi formaldehyd : metanol

(1:1), pri teplote -20o&� QD� ��� PLQ��� þtP� ]iURYH�� GRãOR� N odfarbeniu chlorofylu

(spôsobuje primárnu fluorescenciu).

2. Suspenziu sme centrifugovali a�GYDNUiW� SUHP\OL�� VHGLPHQW� VPH� QHFKDOL� ]PUD]L"� FH]

noc. Ráno sme pridali 2% SDS na 15 min a následne dvakrát premyli vodou.

3. Pridali sme 10 µl DAPI (1 µg/ml st. H2O ) a�QHFKDOL� S{VREL"� ��� PLQ� SUL� 57�

3ULSUDYHQp�SUHSDUiW\�VPH�KQH��SR]RURYDOL�IOXRUHVFHQþQêP�PLNURVNRSRP�

4. $N�EXQN\� QHEROL� GRVWDWRþQH� ]DIDUEHQp�� QHFKDOL� VPH�'$3,� S{VREL"� FH]� QRF� SUL� �oC

DOHER�VPH�SRXåLOL�Y\ããLX�NRQFHQWUiFLX�(1,5 – 2  µg DAPI / ml st. H2O).

4.11 Transformácia buniek C. reinhardtii

4.11.1 Izolácia plazmidovej DNA z E. coli

(PRGLILNRYDQi�SRG�D�6DPEURRN�HW�DO���������

%DNWpULH� VPH�QDRþNRYDOL� GR� ����PO� /%�PpGLD� V ampicilínom a kultivovali cez noc pri

37o&�QD�WUHSDþNH��%XQN\�VD�VHGLPHQWXM~�FHQWULIXJiFLRX����PLQ���������J����oC). Sediment

VD�SUHP\MH�V�����PO�þHUVWYpKR�DONDOLFNpKR�UR]WRNX�6'6�������SR�SUHPLHãDQt�VD�QHFKi�VWi"

QD��DGH�PLQLPiOQH���PLQ~W��3R�LQNXEiFLL�VD�SULGi������PO�.�DFHWiWX��RSl"�GREUH�SUHPLHãD

D�SRORåt�QD��DG�QD�������PLQ~W�

Po centrifugácii (5 minút, 12 000 g, 4 oC) sa získa supernatant, ktorý prenesieme

GR�QRYHM� FHQWULIXJDþQHM� VN~PDYN\��7X� VD� SULGi� ]PHV� IHQRO�FKORURIRUP�� L]RDP\ODONRKRO
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(25:24:1) v pomere 1:1 a zmes premiešame, potom centrifugujeme (3 min, 12 000 g,

25o C). Vrchná vrstva sa precipituje s etanolom  v pomere 1:2, po premiešaní sa inkubuje

��PLQ~W�QD��DGH������oC).

Precipitát sa centrifuguje (10 minút, 12 000 g, 4 oC), sediment sa premyje 70 %

HWDQRORP� D� QHFKi� XVXãL"�� =tVNDQê� SUHSDUiW� S'1$� VD� SUHG� �DOãtP� SRXåLWtP� UR]ULHGL

so sterilnou H2O (2 µg/20 µl H2O).

�������âWLHSHQLH��SOD]PLGRYHM�'1$�UHãWULNþQRX�HQGRQXNOHi]RX�1FR,

Štiepenie prebieha v celkovom objeme 10 µl : 1 µl  pDNA (1 µl tlmivého roztoku,

1 µO�UHVWULNþQHM�HQGRQXNOHi]\�1FR,�D�VWHULOQRX�YRGRX�VD�GRSOQt�QD�YêVOHGQê�REMHP����µl).

5HDNþQi� ]PHV� VD� LQNXEXMH� �� K� � SUL� ��o C. Štiepenie zastavíme pridaním 1 µl STOP

roztoku. Takto pripravedné vzorky sa následne nanesú na gél.

4.11.3 Elektroforéza  DNA

1D� HOHNWURIRUp]X� VPH�SRXåLOL� ���� DJDUy]RYê� JpO� Y elektródovom tlmivom roztoku TE.

Gél obsahoval etídium bromid v koncentrácii 0,5 µg/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 zaznamenáva fotografickým prístrojom.

4.11.4 Izolácia  autolyzínu

�PRGLILNRYDQp�SRG�D�%XFKDQDQD�D�6KHOOD�������

Kmene CC620 /mt+/ a CC621 /mt-�� VPH� QDRþNRYDOL� GR� ���� PO� WHNXWpKR� PpGLD� 7$3

a kultivovali na svetle 3 dni (do hustoty  5 - 7 x  106  buniek/ml).Po kultivácii sme obe

kultúry scentrifugovali (5 minút, 2500 ot./min, 25 oC) a získané sedimenty sme

UR]VXVSHQGRYDOL�Y����PO�WHNXWHM�7$3�EH]�GXVtND�D�NXOWLYRYDOL�FH]�QRF�QD�WUHSDþNiFK�QD

svetelnej polici.
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Bunky sme zrátali v Bürkerovej komôrke a centrifugovali /5 minút, 2500 ot./min,

25 oC/. Oba kmene sme osobitne rozsuspendovali v 10 mM roztoku Hepes, 1 mM  CaCl2

(pH 7,2), aby ich výsledná hustota bola 3 x 108  buniek/ml. Zmiešali sme rovnaké

PQRåVWYi� ����PO��&&����D�&&����Y�(UOHQPD\HURYHM� EDQNH� D� QHFKDOL� VWi"� QD� VYHWHOQHM

SROLFL� ��� PLQ�� 3R� XSO\QXWt� WHMWR� GRE\� VPH� VNRQWURORYDOL� SULHEHK� NUtåHQLD� SRG

PLNURVNRSRP��$N�VD�EXQN\�QHNUtåLOL��QHFKDOL�VPH�LFK�QD�VYHWHOQHM�SROLFL��DOãtFK����PLQ�

$N�VD�EXQN\�NUtåLOL�� NXOW~UX� VPH� VFHQWULIXJRYDOL� ���PLQ~W�� �����RW��PLQ�� �o C/, získaný

VXSHUQDWDQW� SUHQLHVOL� GR� þLVWHM� FHQWULIXJDþQHM� VN~PDYN\� D� FHQWULIXJRYDOL� ���� PLQ~W�

15 000 ot./min, 4o C/. Získaný supernatant, ktorý obsahoval autolyzín, sme prefiltrovali

cez glass-fiber filter (priemer pórov 0,45 µm).

7DNWR� L]RORYDQê� DXWRO\]tQ� VPH� SUHQLHVOL� GR� VWHULOQêFK� PLNURFHQWULIXJDþQêFK

skúmaviek a uskladnili pri – 20 o&���$XWRO\]tQ�P{åH�E\"�UR]PUD]HQê�YLDF�DNR�MHGHQ�NUiW

a stále si zachová svoju aktivitu.

Testovanie autolyzínu:

'R�GYRFK�SULSUDYHQêFK�PLNURFHQWULIXJDþQêFK�VN~PDYLHN�QDSLSHWXMHPH

1.   10 µl buniek z kultúry ovplyvnenej autolyzínom

     + 40 µl dest. H2O

+ 50 µl 1 % Triton X-100

2. 10 µl buniek z kultúry ovplyvnenej autolyzínom

+ 40 µl dest. H2O

+ 50 µl dest. H2O

$N� MH� DXWRO\]tQ�~þLQQê��7ULWRQ;� VS{VREt� Oê]X�EXQLHN�Y�VN~PDYNH����� þR�P{åPH

SR]RURYD"� SRPRFRX� PLNURVNRSX�� 9� VN~PDYNH� ��� SR]RUXMHPH� RNU~KOH� EXQN\� ]EDYHQp

bunkovej steny.
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4.11.5 Odstránenie bunkovej steny C. reinhardtii pomocou autolyzínu

1. %XQN\�VPH�QHFKDOL�UiV"�Y�WHNXWRP�7$3�PpGLX�QD�VYHWHOQHM�SROLFL�����GQL�

2. 3R� VSRþtWDQt� EXQLHN� SRPRFRX� %�UNHURYHM� NRP{UN\� VPH� NXOW~UX� VFHQWULIXJRYDOL� ��

min, 3000 ot./min, RT). Sediment sme rozsuspendovali v malom objeme TAP média

tak, aby po pridaní autolyzínu bola výsledná koncentrácia 2.107 buniek/ml.

3. Pridali sme autolyzín (1 ml na 8. 107 buniek) a inkubovali minimálne 1 hodinu

QD�WUHSDþNH�

4. Po inkubácii sme mikroskopicky pozorovali odstránenie bunkovej steny. Ak došlo

N�RGVWUiQHQLX�EXQNRYHM�VWHQ\��EXQN\�]PHQLOL�WYDU�]�YDMFRYLWpKR�QD�JX�RYLWê�

5. .�VXVSHQ]LL�VPH�SULGDOL�WHNXWp�7$3�PpGLXP��VFHQWULIXJRYDOL�D�UR]VXVSHQGRYDOL�RSl"

Y�7$3�PpGLX�GR�åHODQHM�NRQFHQWUiFLH�SRWUHEQHM�SUH�WUDQVIRUPiFLX�

4.11.6 Transformácia buniek C. reinhardtii

1. Narastenú kultúru buniek (2.106 buniek/ml) sme scentrifugovali (5 min, 3000 ot./min,

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

2. Pred transformáciou buniek s neporušenou bunkovou stenou sme najskôr odstránili

EXQNRY~�VWHQX�SRG�D�SRVWXSX��������

3. Po odstránení bunkovej steny sme bunky rozsuspendovali v TAP médiu do výslednej

koncentrácie 108 buniek/ml.

4. 'R� YRSUHG� SULSUDYHQêFK� VWHULOQêFK� VN~PDYLHN� REVDKXM~FLFK� VNOHQHQp� JXOLþN\

(0,33 g/skúmavka) sme napipetovali 100 µl 20% PEG 8000.

5. 'R�VN~PDYN\�VPH��DOHM�SULGDOL������O�NXOW~U\�D�����O�'1$����J����O��

6. 1iVOHGQH� VPH� NDåG~� VN~PDYNX� YRUWH[RYDOL� ��� VHN~QG� D� KQH�� SULGDOL� ���� �O� 7DS

média. Po jemnom premiešaní sme obsah skúmavky rovnomerne vyliali na

pripravené Petriho misky.

7. 3HWULKR�PLVN\�VPH�SRWRP�SULNU\OL�DOREDORP�D�QHFKDOL�Y\VXãL"��3R�Y\VXãHQt�VPH�PLVN\

SUHQLHVOL�QD�VYHWHOQ~�SROLFX�D�NXOWLYRYDOL�����WêåGQH�
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Kapitola 5

Výsledky

5.1 /HWiOQ\�D�PXWDJpQQ\�~þLQRN�011*�D�;�åLDUHQLD�na
UHSDUDþQH�GHILFLWQp�NPHQH�C. reindhardtii

������3UHåtYDQLH�SR�S{VREHQt�011*�D�;�åLDUHQLD

=iNODGQ~�FKDUDNWHULVWLNX�R�FLWOLYRVWL�UHSDUDþQH�GHILFLWQêFK�PXWDQWRY�]tVNDPH�SRURYQDQtP

LFK�NULYLHN�SUHåtYDQLD� V�SUHåtYDQtP�EXQLHN�ãWDQGDUGQpKR� W\SX��3UHåtYDQLH�EXQLHN� ]iYLVt

RG� LFK� FLWOLYRVWL� N� GDQpPX� DJHQVX� D� SHUFHQWR� SUHåtYDQLD� VD� VWDQRYXMH� QD� ]iNODGH� SRþWX

Y\UDVWHQêFK�NROyQLt�]�FHONRYpKR�SRþWX�KRGQRWHQêFK�EXQLHN�

9� JUDIRFK� D� WDEX�NiFK� V~� XYHGHQp� SULHPHUQp� KRGQRW\� SUHSRþtWDQp� na 100 %

kontrolu ]tVNDQp�]�YLDFHUêFK�SRNXVRY��PLQLPiOQH�WUL�SUH�NDåGê�NPH����9�NDåGRP�SRNXVH

D�SUL� NDåGHM� GiYNH� VPH�KRGQRWLOL� GYH�3HWULKR�PLVN\�� QD� NDåGHM�PLQLPiOQH� ���� NROyQLt�

Samostatne sme hodnotili odumieranie buniek pred a po delení. Výsledky hodnotenia

~þLQNX� 011*� QD� SUHåtYDQLH� EXQLHN� ãWDQGDUGQpKR� NPH�D� D� UHSDUDþQH�GHILFLWQêFK

PXWDQWRY�V~�]Qi]RUQHQp�Y�JUDIRFK�����D�����D�Y�WDEX�NH�����

Z�SRURYQDQLD� SUHåtYDQLD� PXWDQWRY� D�ãWDQGDUGQpKR� NPH�D� SR� S{VREHQt� 011*

Y\SOêYD��åH�YãHWN\� WHVWRYDQp�NPHQH�V~� FLWOLYHMãLH�DNR� ãWDQGDUGQê�NPH���Najcitlivejšími

VSRPHG]L�WHVWRYDQêFK�NPH�RY�EROL�PXWDQWQp�NPHQH�uvsE1 a uvs15.
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9êVOHGN\�KRGQRWHQLD�~þLQNX�;�åLDUHQLD�QD�SUHåtYDQLH�EXQLHN�ãWDQGDUGQpKR�NPH�D

D�UHSDUDþQH�GHILFLWQêFK�PXWDQWRY�V~�]Qi]RUQHQp�Y�JUDIRFK�����D�����D�Y�WDEX�NH�����

V�SUtSDGH�RYSO\YQHQLD�;�åLDUHQtP�MH�YlþãLQD�PXWDQWQêFK�NPH�RY�FLWOLYHMãLD�DNR

ãWDQGDUGQê� W\S�� 9êQLPNX� WYRUt� LED� NPH�� uvs12 s�SRUXFKRX� H[Ft]QHM� UHSDUDþQHM

dráhy�1DMFLWOLYHMãtP�VSRPHG]L�WHVWRYDQêFK�NPH�RY�ERO��SRGREQH�DNR�Y prípade MNNG,

NPH��uvs15 s�GRWHUD]�SUHVQH�QHGHILQRYDQRX�SRUXFKRX� UHSDUDþQpKR�PHFKDQL]PX��.PH�

uvsE1, s�SRUXFKRX�UHNRPELQDþQpKR�UHSDUDþQpKR�PHFKDQL]PX��WLHå�YH�PL�FLWOLYR�UHDJRYDO

QD�RYSO\YQHQLH�;�åLDUHQtP�

Výsledky analýzy odumierania buniek pred a po rozdelení sú uvedené

v�WDEX�NiFK� ���� D� ����� $QDOê]X� VPH� URELOL� QD� ]iNODGH� PLNURVNRSLFNpKR� KRGQRWHQLD

odumierania buniek. Morfologický obraz hynutia buniek pred (jedna odumretá bunka)

a�SR��PLNURNROyQLD�P�WY\FK�EXQLHN��UR]GHOHQt�Y\MDGUXMH�VFKRSQRV"�EXQN\�Y\VSRULDGD"�VD

s�SRãNRGHQtP�'1$�SR�S{VREHQt�PXWDJpQX��8PRå�XMH� WLHå� UR]OtãL"�SUtþLQ\�RGXPLHUDQLD

EXQLHN��2GXPLHUDQLH�EXQLHN�SUHG�GHOHQtP�P{åH�E\"�VS{VREHQp�F\WRWR[LFNêP�S{VREHQtP

SRXåLWpKR�PXWDJpQX��]DWLD�þR�RGXPLHUDQLH�SR�UR]GHOHQt�MH�SUHYDåQRX�PLHURX�]DSUtþLQHQp

poškodením genetického materiálu bunky.

Z�XYHGHQêFK� YêVOHGNRY� Y\SOêYD�� åH� SRPHUQp� ]DVW~SHQLH� RGXPLHUDQLD� SUHG� D po

rozdelení v závislosti na dávke MNNG má podobný priebeh pri štandardnom kmeni

i � 89�FLWOLYêFK� PXWDQWRY�� SULþRP� SUL� YãHWNêFK� NPH�RFK� RGXPLHUD� YlþãLD� þDV"� EXQLHN

SUHG�UR]GHOHQtP��SUDYGHSRGREQH�YSO\YRP�F\WRWR[LFNpKR�~þLQNX�011*��7DE��������,QDN

je tomu v�SUtSDGH�;�åLDUHQLD� �7DE�� ������ NHG\� SUL� UHNRPELQDþQH�GHILFLWQêFK�PXWDQWRFK

uvsE1 a uvs10 a mutantoch uvs13 a uvs14, s doteraz nedefinovanou poruchou

UHSDUDþQpKR�PHFKDQL]PX��VW~SD�Y�SRURYQDQt�V�NRQWURORX�]DVW~SHQLH�EXQLHN�RGXPUHWêFK

po delení. Výnimku tvoria kmene s poruchou excízneho mechanizmu uvs12 a uvs15, pri

NWRUêFK� RGXPLHUD� YlþãLD� þDV"� EXQLHN� SUHG� UR]GHOHQtP�� SRGREQH� DNR� SUL� ãWDQGDUGQRP

kmeni.
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.PH� Koncentrácia

011* ��J�PO�

3UHåtYDQLH Zastúpenie buniek
odumretých pred

delením zo všetkých
odumretých buniek

Zastúpenie buniek
odumretých po

delení zo všetkých
odumretých buniek

K 100 83,82 16,18

50 30,67 64,98 35,02

100 20,65 67,40 32,6

W1

200 14,42 80,19 19,81

K 100 81,45 18,55

50 31,47 62,67 37,33

100 14,07 64,08 35,92

uvs9

200 6,8 75,04 24,96

K 100 85,62 14,38

50 33,23 58,56 41,44

100 18,66 68,27 31,73

uvs13

200 5,019 81,88 18,12

K 100 71,15 28,85

50 10,38 58,89 41,11

100 2,47 69,85 30,15

uvs15

200 0,7 75,66 24,34

K 100 83,08 16,92

50 15,3 63,71 36,29

100 3,7 70,78 29,22

uvsE1

200 1,15 80,34 19,66

Tab. ��� 3UHåtYDQLH ãWDQGDUGQpKR NPH�D W1D UHSDUDþQH�GHILFLWQêFK PXWDQWRY C. reinhardtii po pôsobení
011* SUHSRþtWDQp QD ��� � NRQWUROX� 9êVOHGN\ DQDOê]\ RGXPLHUDQLD EXQLHN SUHG D SR GHOHQt�
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Obr. 5.2 3UHåtYDQLH ãWDQGDUGQpKR NPH�D :� D UHSDUDþQH�GHILFLWQêFK PXWDQWRY C. reinhardtii po pôsobení
011*� �D� SUHåtYDQLH ãWDQGDUGQpKR NPH�D :� D PXWDQWD uvs13 s doteraz nedefinovanou poruchou
UHSDUDþQpKR PHFKDL]PX �E� SUHåtYDQLH ãWDQGDUGQpKR NPH�D :� D PXWDQWRY uvs9 a uvs15 s poruchou
H[Ft]QHM RSUDY\ �F� SUHåtYDQLH ãWDQGDUGQpKR NPH�D :� D UHNRPELQDþQH�GHILFLWQpKR NPH�D uvsE1.
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.PH� 'iYND ;�åLDUHQLD

(krad/hod)

3UHåtYDQLH Zastúpenie buniek
odumretých pred

delením zo všetkých
odumretých buniek

Zastúpenie buniek
odumretých po

delení zo všetkých
odumretých buniek

K 100 73,15 26,85
4,5 66,6 57,36 42,64

9 47,36 60,29 39,71

18 16,29 54,16 45,84

W1

27 3,765 55,29 44,71

K 100 76,0 24,0

4,5 86,27 12,63 88,37

9 44,15 27,59 72,41

18 13,27 3,18 96,92

uvs10

27 2,57 8,96 91,04

K 100 78,79 22,21

4,5 80,465 67,96 32,04

9 53,37 66,06 33,94

18 25,11 69,56 30,44

uvs12

27 10,22 67,48 32,52

K 100 89,48 10,52

4,5 72,97 37,5 62,5

9 51,49 31,36 68,64

18 10,415 43,54 56,46

uvs13

27 1,19 22,09 77,91

K 100 71,56 29,44

4,5 78,38 47,1 52,9

9 56,64 12,73 87,27

18 19,14 4,61 95,39

uvs14

27 8,3 1,6 98,4

K 100 78,27 21,73

4,5 54,05 57,5 42,5

9 13,51 66,4 33,6

18 0 - -

uvs15

27 0 - -

K 100 70,81 29,19

4,5 31,25 24,87 75,13

9 6,39 42,78 57,22

18 1,47 34,94 65,06

uvsE1

27 0,2 24,65 75,35

Tab. ��� 3UHåtYDQLH ãWDQGDUGQpKR NPH�D W1 D UHSDUDþQH�GHILFLWQêFK PXWDQWRY C. reinhardtii po pôsobení
;�åLDUHQLD SUHSRþtWDQp QD ��� � NRQWUROX� 9êVOHGN\ DQDOê]\ RGXPLHUDQLD EXQLHN SUHG D SR GHOHQt�
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Obr. ��� 3UHåtYDQLH ãWDQGDUGQpKR NPH�D :� D UHSDUDþQH�GHILFLWQêFK PXWDQWRY C. reinhardtii po pôsobení
;�åLDUHQLD� �D� SUHåtYDQLH ãWDQGDUGQpKR NPH�D :� D PXWDQWRY uvs13 a uvs14 s doteraz nedefinovanou
SRUXFKRX UHSDUDþQpKR PHFKDL]PX �E� SUHåtYDQLH ãWDQGDUGQpKR NPH�D :� D PXWDQWRY uvs12 a uvs15 s
SRUXFKRX H[Ft]QHM RSUDY\ �F� SUHåtYDQLH ãWDQGDUGQpKR NPH�D :� D UHNRPELQDþQH�GHILFLWQêFK NPH�RY

uvsE1 a uvs10.
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������0XWDELOLWD�SR�S{VREHQt�011*�D�;�åLDUHQLD

0XWDELOLWX� VPH� SUL� UHSDUDþQH�GHILFLWQêFK� NPH�RFK� KRGQRWLOL� na základe výskytu

PXWDþQêFK�]PLHQ�YHG~FLFK�N�UH]LVWHQFLL�QD�VWUHSWRP\FtQ��Hodnotenie sme robili vizuálne

]UiWDQtP� PXWDQWQêFK� NROyQLt�� )UHNYHQFLX� PXWiFLt� MH� SRWUHEQp� UREL"� Y� NRPELQiFLL� VR

VWDQRYHQtP�SHUFHQWD�SUHåtYDQLD��SUHWRåH�IUHNYHQFLD�PXWiFLt�VD�XUþXMH�Y]K�DGRP�N�SRþWX

SUHåtYDM~FLFK� EXQLHN�� 9êVOHGN\� KRGQRWHQLD� PXWDþQêFK� ]PLHQ� SR� S{VREHQt� 011*� V~

zhrnuté v Tab. 5.3 a�SR�S{VREHQt�;�åLDUHQLD�Y�7DE������

V�SUtSDGH� 011*� VPH� ]LVWLOL� QLåãLX� IUHNYHQFLX� YêVN\WX� VWUHSWRP\FtQ

rezistentných kolónií v porovnaní so štandardným typom pri�NPH�RFK�uvs9 a uvs15. Pri

NPH�RFK�uvs13 a uvsE1 VD�PXWDELOLWD�RSURWL�ãWDQGDUGQpPX�NPH�X�YêUD]QH�QHOtãLOD�

Dávka*/
.PH�

W1 uvs9 uvsE1 uvs13 uvs15

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
* dávka sa udáva v (�J�PO�

Tab. 5.3 Frekvencia priamych mutácií vedúcich k rezistencii QD VWUHSWRP\FtQ SUL UHSDUDþQH�GHILFLWQêFK

NPH�RFK C. reinhardtiiSR S{VREHQt 011* �SRþHW PXWDQWRY QD PLOLyQ SUHåtYDM~FLFK EXQLHN��

V�SUtSDGH� ;�åLDUHQLD� VPH� ]LVWLOL� Y\ããLX� PXWDELOLWX� Y porovnaní so štandardným

NPH�RP� SUL� UHNRPELQDþQH� GHILFLWQêFK� NPH�RFK�uvsE1 a uvs10 a zvýšenú aj pri kmeni

uvs14, ktorý sa javí ako zaujímavý mutant z�K�DGLVND�KRGQRWHQLD�PXWDELOLW\��7HQWR�NPH�

vykazuje tzv. mutátorový fenotyp, t.j. zvýšenú frekvenciu spontánnych a indukovaných

PXWiFLt� �9OþHN���������.PH��uvs15 nemutoval vôbec a�NPH��uvs12� Y\ND]RYDO� ]QtåHQ~

mutabilitu v porovnaní so štandardným typom.
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Dávka*/
NPH� W1 uvsE1 uvs10 uvs12 uvs13 uvs14 uvs15

K 0,5 1,15 1,15 0,4 0,52 4,21 0

4,5 4,6 37,9 20,06 0 5,8 11,86 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
* dávka sa udáva v krad

Tab. ��� )UHNYHQFLD SULDP\FK PXWiFLt YHG~FLFK N UH]LVWHQFLL QD VWUHSWRP\FtQ SUL UHSDUDþQH�GHILFLWQêFK

NPH�RFK C. reinhardtiiSR S{VREHQt ;�åLDUHQLD �SRþHW PXWDQWRY QD PLOLyQ SUHåtYDM~FLFK EXQLHN��

=� K�DGLVND� SUHåtYDQLD� SR� S{VREHQt� RERFK� SRXåLWêFK� PXWDJpQRY� �011*�� ;�

åLDUHQLH�� VD� DNR� QDMFLWOLYHMãt� MDYLO� NPH��uvs15 s predpokladanou poruchou mutagénnej

opravy. 7HQWR�NPH�� Y\ND]RYDO� DM� YH�PL�Qt]NX� �SR� S{VREHQt�011*��� UHVS�� åLDGQX� �SR

S{VREHQt�;�åLDUHQLD�� LQGXNRYDQ~�PXWDELOLWX��.PH��uvsE1�� V�SRUXFKRX� UHNRPELQDþQpKR

mechanizmu, takisto citlivo reagoval QD�RED�SRXåLWp�PXWDJpQ\��([Ft]QH�GHILFLWQp�NPHQH

(uvs9, uvs12�� QHUHDJRYDOL� ]YêãHQRX� FLWOLYRV"RX� QD� SRXåLWp� PXWDJpQ\�� NPH�� uvs12 sa

GRNRQFD� MDYLO� UH]LVWHQWQHMãt� YRþL� ;�åLDUHQLX� DNR� ãWDQGDUGQê� NPH��� =DXMtPDYp� EROR

]QtåHQLH�Irekvencie priamych mutácií vedúcich k rezistencii na streptomycín po pôsobení

MNNG pri kmeni uvs9. =� K�DGLVND� PXWDELOLW\� MH� WDNLVWR� ]DXMtPDYêP� DM� NPH�� uvs14,

NWRUê�Y\ND]RYDO�]YêãHQ~�VSRQWiQQX�DM�LQGXNRYDQ~�PXWDELOLWX�SR�S{VREHQt�;�åLDUHQLD�

5.2 Vyštiepovanie pyrimidínových dimérov pri
UHSDUDþQH�GHILFLWQêFK�PXWDQWRFK�C. reinhardtii

Na VOHGRYDQLH�Y\ãWLHSRYDQLD�S\ULPLGtQRYêFK�GLPpURY�VPH�SRXåLOL� HQ]\PDWLFN~�PHWyGX

SRG�D� 6PDOO� D� *UHLQPDQQ� �������� 5iGLRDNWtYQH� ]QDþHQ~� '1$� UHSDUDþQH�GHILFLWQêFK

NPH�RY� C. reinhardtii� VPH� SR� RYSO\YQHQt� 89� åLDUHQtP� L]RORYDOL� D� ãWLHSLOL� 89

špecifickou endonuklázou, štiepiacou DNA práve v miestach pyrimidínových dimérov.

3R�L]ROiFLL��ãWLHSHQt�D�FHQWULIXJiFLL�'1$�Y�VDFKDUy]RYRP�JUDGLHQWH�VPH�PHUDOL�PQRåVWYR

'1$�Y�MHGQRWOLYêFK�IUDNFLiFK��1D�]iNODGH�JUDILFNpKR�KRGQRWHQLD�VPH�VOHGRYDOL��þL�SR���
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hodinách inkubácie v tme dochádza k posunu z nízkomolekulárnych frakcií DNA, ktoré

reprezentujú DNA s nevyštiepenými dimérmi, do vysokomolekulárnych frakcií, t.j. DNA

s vyštiepenými dimérmi.

Výsledky získané centrifugáciou štiepenej DNA v hustotných gradientoch sú

]D]QDþHQp� Y� JUDIRFK� ���� ±� ������ 3UL� NDåGRP� NPHQL� VPH� L]RORYDOL� '1$� KQH�� SR

RYSO\YQHQt� 89� åLDUHQtP� D� SR� ��� KRGLQRYHM� NXOWLYiFLL� Y� WPH�� DE\� VPH� ]DEUiQLOL

fotoreaktivácii. Izolovanú DNA sme potom ešte rozdelili na dve vzorky. Jednu vzorku

sme centrifugovali v sacharózovom gradiente bez predchádzajúcej kultivácie s UV

endonukleázou, do druhej sme pridali UV endonuklázu, inkubovali 30 min. na vodnom

N~SHOL�D�Då�SRWRP�FHQWULIXJRYDOL�Y�VDFKDUy]RYRP�JUDGLHQWH��9]RUND�EH]�89�HQGRQXNOi]\

QiP� SRVN\WRYDOD� LQIRUPiFLX�� þL� SRþDV�PDQLSXOiFLH� V� Y\L]RORYDQRX�'1$� QHGRãOR� N� MHM

mechanickému poškodeniu.

$NR� NRQWURO\� VPH� SRXåLOL� ãWDQGDUGQê� NPH��W1, ktorý nemá narušenú excíznu

UHSDUDþQ~�GUiKX�D�H[Ft]QH�GHIHNWQê�NPH��uvs9.

*UDI� ���D� XND]XMH�� åH� YR� Y]RUNH� RYSO\YQHQHM� 89� HQGRQXNOHi]RX� GRãlo

N� SRãWLHSHQLX� '1$� L]RORYDQHM� ]R� ãWDQGDUGQpKR� NPH�D� w1� KQH�� SR� RYSO\YQHQt� 89

åLDUHQtP� D� YUFKRO� JUDIX� VD� SRVXQXO� GR� REODVWL� Qt]NRPROHNXOiUQHM� '1$�� 1D� JUDIH� ���E

P{åPH� VOHGRYD"� REQRYHQLH� Y\VRNRPROHNXOiUQHM� IUDNFLH�� þR� QD]QDþXMH�� åH� GRãlo

N�RGVWUiQHQLX�S\ULPLGtQRYêFK�GLPpURY�]�'1$�ãWDQGUGQpKR�NPH�D�

Pri kmeni uvs9 (graf 5.6), pri ktorom bola dokázaná úplná porucha v excíznej

oprave, pretrváva DNA v podobe nízkomolekulárnych frakcií aj po 24 hodinách

kultivácie v tme. 7R� ]QDPHQi�� åH� DQL� SR� ��� KRGLQiFK� QHGRãOR� N� RGVWUiQHQLX

pyrimidínových dimérov.

=��DOãtFK�JUDIRY�Y\SOêYD��åH�DQL�SUL�NPH�RFK�uvs12 (5.7) a uvs15 (5.10) nedošlo

k obnoveniu vysokomolekulárnej frakcie a teda k odstráneniu pyrimidínových dimérov.

1DSURWL�WRPX�SUL�NPH�RFK�uvs13 (5.8) a uvs14 (5.9) vidíme posun z nízkomolekulárnych

frakcií do vysokomolekulárnych frakcií DNA, podobne, ako je tomu pri štandardnom

kmeni w1.
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a) b)
2EU� ��� 6HGLPHQWiFLD '1$ L]RORYDQHM ]R ãWDQGDUGQpKR NPH�D W1� �D� '1$ L]RORYDQi KQH� SR RåLDUHQt�

(b) DNA izolovaná po 24-hod. NXOWLYiFLL Y WPH� þHUYHQi þLDUD ± Y]RUND EH] 89 HQGRQXNOHi]\� ]HOHQi þLDUD

– vzorka s UV endonuklázou.
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    a) b)
2EU� ��� 6HGLPHQWiFLD '1$ L]RORYDQHM ] H[Ft]QH�GHILFLWQpKR NPH�D uvs9� �D� '1$ L]RORYDQi KQH� SR

RåLDUHQt� �E� '1$ L]RORYDQi SR ���KRG� NXOWLYiFLL Y WPH� þHUYHQi þLDUD ± Y]RUND EH] 89 HQGRQXNOHi]\�

]HOHQi þLDUD ± Y]RUND V 89 HQGRQXNOi]RX�
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    a)   b)
2EU� ��� 6HGLPHQWiFLD '1$ L]RORYDQHM ] NPH�D uvs12� �D� '1$ L]RORYDQi KQH� SR RåLDUHQt� �E� '1$

izolovaná po 24-hod. NXOWLYiFLL Y WPH� þHUYHQi þLDUD ± Y]RUND EH] 89 HQGRQXNOHi]\� ]HOHQi þLDUD ± Y]RUND V

UV endonuklázou.
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    a)        b)
2EU� ��� 6HGLPHQWiFLD '1$ L]RORYDQHM ] NPH�D uvs13� �D� '1$ L]RORYDQi KQH� SR RåLDUHQt� �E� '1$

izolovaná po 24-hod. NXOWLYiFLL Y WPH� þHUYHQi þLDUD ± Y]RUND EH] 89 HQGRQXNOHi]\� ]HOHQi þLDUD ± Y]RUND V

UV endonuklázou.
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    a)        b)
2EU� ��� 6HGLPHQWiFLD '1$ L]RORYDQHM ] NPH�D uvs14� �D� '1$ L]RORYDQi KQH� SR RåLDUHQt� �E� '1$

izolovaná po 24-hod. NXOWLYiFLL Y WPH� þHUYHQi þLDUD ± Y]RUND EH] 89 HQGRQXNOHi]\� ]HOHQi þLDUD ± Y]RUND V

UV endonuklázou.
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a) b)
2EU� ���� 6HGLPHQWiFLD '1$ L]RORYDQHM ] NPH�D uvs15� �D� '1$ L]RORYDQi KQH� SR RåLDUHQt� �E� '1$

izolovaná po 24-hod. NXOWLYiFLL Y WPH� þHUYHQi þLDUD ± Y]RUND EH] 89 HQGRQXNOHi]\� ]HOHQi þLDUD ± Y]RUND V

UV endonuklázou.
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5.3 Genetická analýza

9� UiPFL� JHQHWLFNHM� DQDOê]\� VPH� XUþRYDOL� DOHOL]PXV� PXWDQWQêFK� NPH�RY

V� SUHGSRNODGDQRX� DOHER� Xå� GRNi]DQRX� SRUXFKRX� H[Ft]QHKR� UHSDUDþQpKR� PHFKDQL]PX�

3RPRFRX� UHNRPELQDþQHM� DQDOê]\� VPH� VOHGRYDOL� Y\ãWLHSRYDQLH� ãWDQGDUGQpKR� W\SX

Y� SRWRPVWYH� ]\JyW� ]� NUtåHQt� UHSDUDþQH�GHILFLWQêFK� NPH�RY�� 5HNRPELQDþQp� VWDQRYHQLH

DOHOL]PX� PXWDQWRY� VPH� URELOL� WHWUiGRYRX� DQDOê]RX� �+DUULV�� ������� .H�åH� UHSDUDþQR�

GHILFLWQp�NPHQH�V�SRUXFKRX�H[Ft]QHM�RSUDY\�PDOL�Qt]NX�SiURYDFLX� VFKRSQRV"� D� ]QtåHQ~

åLYRWDVFKRSQRV"�]\JyW�D�VSyU��XURELOL�VPH�DM�WHVWRYDQLH�QD�~URYQL�]\JyW�

Získané výsledky sú uvedené v Tab. 5.5. Vyštiepovanie štandardného typu pri

YlþãLQH� NUtåHQt� SRWYUGLOR�� åH� JpQ\� QLH� V~� DOHOLFNp�� 9� SUtSDGH� NUtåHQt�� SUL� NWRUêFK� VD

nevyštiepil štandardný typ (uvs1 x uvs371, uvs9 x uvs351, uvs12 x uvs15), bolo potrebné

]tVNDQê� ~GDM� GRSOQL"� YêVOHGNDPL� DQDOê]\� QD� ~URYQL� ]\JyW�� SUHWRåH� SUL� JpQRFK� Y� VLOQHM

Yl]EH�VD�Y�]iYLVORVWL�QD�SRþWH�DQDO\]RYDQêFK�WHWUiG�QHPXVt�ãWDQGDUGQê�W\S�Y\ãWLHSRYD"�

DM�NH��V~�PXWDQWQp�NPHQH�DOHOLFNp��3UL�NUtåHQt�uvs12 x uvs15 sme pomocou analýzy na

~URYQL�]\JyW�SRWYUGLOL� REQRYHQLH� ãWDQGDUGQpKR� IHQRW\SX�GLSORLGD�� þR� ]QDPHQDOR�� åH�SUL

NUtåHQêFK� NPH�RFK� LGH� R� PXWiFLH� Y� U{]Q\FK� JpQRFK�� 9êQLPNRX� EROL� NUtåHQLD� uvs1 x

uvs371 a uvs9 x uvs351, pri ktorých sme ani pomocou analýzy na úrovni zygót

nepotvrdili obnovenie štandardného fenotypu.

1D�]iNODGH� ]tVNDQêFK�YêVOHGNRY�P{åPH�XYDåRYD"�� åH�Y� WHMWR� VNXSLQH�PXWDQWRY

ide o 4 samostatné gény XUþXM~FH�FLWOLYRV"�N�89�åLDUHQLX�
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.UtåHQLH 3RþHW

tetrád/spór
Vyštiepovanie

štandardného typu
Analýza zygót-
vyštiepovanie

št.typu

Záver

uvs1 x uvs9 2/25 + +

uvs1 x uvs12 13/12 + + +

uvs1 x uvs15    8/47 * + + +

uvs1 x uvs351    0/6 * + +

uvs1 x uvs371   39/53* - - -

uvs9 x uvs12 4/42 + +

uvs9 x uvs15    12/0 * + + +

uvs9 x uvs351    28/0 * - - -

uvs12 x uvs15 15/0 - + +

uvs12 x uvs351    6/23* + +

uvs15 x uvs351 6/0 + + +

uvs15 x uvs371    1/43 * + + +

uvs351 x uvs371  10/0* + +

7DE ��� 9\ãWLHSRYDQLH ãWDQGDUGQpKR W\SX SUL NUtåHQt UHSDUDþQR�GHILFLWQêFK PXWDQWRY C. reinhardtii (* malá
SiURYDFLD VFKRSQRV" NUtåHQêFK NPH�RY� UHVS� VODEi åLYRWDVFKRSQRV" VSyU� � Y\ãWLHSHQLH ãWDQGDUGQpKR W\SX�

- mutantný fenotyp).
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5.4 Vplyv mikrotubulového jedu metyl benzimidazol  2-yl-
karbamátu (MBC) na zastavenie bunkového cyklu riasy
C. reinhardtii Y\XåLWtP IOXRUHVFHQþQHM PLNURVNRSLH

Pri farbení buniek C. reinhardtiiSRPRFRX IOXRURFKUyPX '$3, VPH PXVHOL EUD" GR ~YDK\

dva problémy súvisiace s týmto modelovým objektom.

3UYêP SUREOpPRP EROD VODEi SHQHWUDQFLD VLOQHM EXQNRYHM VWHQ\ ULDV\� .H�åH

QDMYlþãLH "DåNRVWL QDVWiYDM~ SUL IDUEHQt VWDUêFK EXQNRYêFK NXOW~U� SUHG ]DþDWtP SRNXVRY

VPH EXQN\ YåG\ SUHQLHVOL GR þHUVWYpKR PpGLD D QHFKDOL UiV" �DOãtFK �� KRGtQ�

3ULHVWXSQRV" EXQNRYHM VWHQ\ sa zvýšila aj následným 12-hodinovým zmrazením

bunkového sedimentu a ovplyvnením 2 % SDS.

 

 
Obr. 5.11  Fotografie získané zo svetelnej (a) aIOXRUHVFHQþQHM �E�G� PLNURVNRSLH ULDV\ C. reinhardtii.
D� EXQN\ ãWDQGDUGQpKR NPH�D C. reinhardtiiQD NRQFL EXQNRYpKR F\NOX SUHG XYR�QHQtP ] materskej
bunovej steny, b) bunky zafarbené flurochrómom DAPI, c) bunky ovplyvnené MBC v skorej rastovej fáze,
YLGLWH�Qp V~ OHQ MHGQRMDGURYp EXQN\� G� EXQN\ V U{]Q\P SRþWRP MDGLHU� SULGDQLH 0%& Y neskorej rastovej
fáze
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Druhým problémom súvisiacim s�IOXRUHVFHQþQRX�PLNURVNRSLRX�SUL riasach C. reinhardtii

bola interferencia primárnej fluorescencie chlorofylu so sekundárnou fluorescenciou

DAPI. Chloroplast, ktorý pri C. reinhardtii� ]DEHUi� Då� ��� �� REMHPX� EXQN\�� VPH� SUHWR

odfarbili pomocou zmesi formaldehydu a metanolu (1:1).�1D�RGIDUEHQLH�MH�PRåQp�SRXåL"

aj zmes acetónu a etanolu v rovnakom pomere.

9êVOHGN\� IOXRUHVFHQþQHM� PLNURVNRSLH� V~� ]REUD]HQp� na obr. 5.11. Z výsledkov

Y\SOêYD�� åH� SULGDQLH�0%&� Y skorej rastovej fáze vedie k zastaveniu bunkového cyklu,

SUHWRåH� VPH�SR]RURYDOL� OHQ� MHGQRMDGURYp�EXQN\� �2EU�� ����F���3ULGDQLH�0%&�Y neskorej

UDVWRYHM� Ii]H� QH]DVWDYXMH� EXQNRYê� F\NOXV�� þR� VD� SUHMDYLOR� SUtWRPQRV"RX� ���� ��

a viacjadrových buniek (Obr. 5.11d).

5.5 3UHåtYDQLH�PXWDQWQpKR�NPH�a rad9 S. cerevisiae po
S{VREHQt�89�åLDUHQLD��;��åLDUHQLD�D�006�D�VOHGRYDQLH

vplyvu MBC QD�]PHQX�MHKR�SUHåtYDQLD

9êVOHGN\� KRGQRWHQLD� ~þLQNX� 89�åLDUHQLD�� ;�åLDUHQLD� D�006� QD� SUHåtYDQLH� EXQLHN

ãWDQGDUGQpKR� NPH�D� D�PXWDQWQpKR� NPH�D� rad9 bez zastavenia bunkového cyklu

a so zastavením bunkového cyklu pomocou MBC sú znázornené na grafe 5.12
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Obr 5.12 Vplyv mikrotubulového jedu benzimidazol 2-yl-karbamátu QD SUHåtYDQLH ãWDQGDUGQpKR NPH�D D

rad9 mutanta S. cerevisiaeSR S{VREHQt ;�åLDUHQLD� 89�åLDUHQLD D 006�
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.PH� Dávka X-
åLDUHQLD

(krad)

3UHåtYDQLH

(%)
Dávka UV-

åLDUHQLD

(J.m2)

3UHåtYDQLH

(%)
Koncentrácia

MMS (%)
3UHåtYDQLH

(%)

K 100 K 100 K 100
2,25 61.6 50 60,41 0,05 77,65
4,5 25.4 100 33,53 0,1 40,83

9 12.07 150 12,43 0,2 21,05
wt

0,3 12,79

K 100 K 100 K 100
2,25 58.22 50 57,14 0,05 81,43
4,5 22.01 100 36,88 0,1 58,19

9 13.25 150 22,43 0,2 31,29
wt + MBC

0,3 23,75

K 100 K 100 K 100
2,25 21.68 50 25,6 0,05 57,01
4,5 6.25 100 5,64 0,1 18,26

9 1.49 150 0,59 0,2 4,79
rad9

0,3 1,44

K 100 K 100 K 100
2,25 59.21 50 46,44 0,05 60,17
4,5 17.37 100 16,65 0,1 30,89

9 6.44 150 5,4 0,2 9,49
rad9 +
MBC

0,3 0,56

7DE� ��� 3UHåtYDQLH ãWDQGDUGQpKR NPH�D wt D UHSDUDþQH�GHILFLWQpKR NPH�D rad9 S.cerevisiae po pôsobení
;�åLDUHQLD� 89�åLDUHQLD D 006 SUHSRþtWDQp QD ���� NRQWUROX �.��

Pri sledovaní fenotypového prejavu rad9� NPH�D� S. cerevisiae po pôsobení

YãHWNêFK� WURFK� W\SRY� SRXåLWêFK� PXWDJpQRY� VPH� ]LVWLOL� FLWOLYRV"� rad9 mutanta pri

porovnaní so štandardným typom. Pridanie MBC malo pri štandardnom kmeni len malý

vplyv QD� SUHåtYDQLH� EXQLHN� SR� RYSO\YQHQt� 89�åLDUHQtP�� ;�åLDUHQtP� D MMS. Naopak,

pri mutantnom kmeni viedlo pridanie MBC k�]YêãHQLX�SUHåtYDQLD�SR�S{VREHQt�89��a X-

åLDUHQLD�RSURWL�YDULDQWiP�EH]�0%&��Po ovplyvnení MMS sme pri rad9 kmeni pozorovali

OHQ� PDOê� YSO\Y� 0%&�� 3UL� åLDGQRP� PXWDJpQH� VD� SUHåtYDQLH� PXWDQWQpKR� NPH�D

QHREQRYLOR�Då�QD�~URYH��ãWDQGDUGQpKR�NPH�D�
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5.6 3UHåtYDQLH�PXWDQWQpKR�NPH�D�uvs11 C. reinhardtii po
S{VREHQt�89�åLDUHQLD��;��åLDUHQLD�D�006�D�VOHGRYDQLH

vplyvu MBC QD�]PHQX�SUHåtYDQLD

9êVOHGN\� KRGQRWHQLD� ~þLQNX� 89�åLDUHQLD�� ;�åLDUHQLD� D�006� QD� SUHåtYDQLH� EXQLHN

ãWDQGDUGQpKR� NPH�D� D�PXWDQWQpKR� NPH�D� uvs11 bez zastavenia bunkového cyklu

a so zastavením bunkového cyklu pomocou MBC sú znázornené na grafe 5.13

a v�WDEX�NiFK������±�����
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2EU ���� 9SO\Y PLNURWXEXORYpKR MHGX EHQ]LPLGD]RO ��\O�NDUEDPiWX QD SUHåtYDQLH ãWDQGDUGQpKR NPH�a
a uvs11mutanta C. reinhardtiiSR S{VREHQt ;�åLDUHQLD� 89�åLDUHQLD D 006�

Pri sledovaní fenotypového prejavu uvs11 mutanta rias C. reinhardtii po pôsobení

SRXåLWêFK� PXWDJpQRY� YLGLH"� ]QDþQê� UR]GLHO� Y� FLWOLYRVWL� PXWDQWD� RSURWL� ãWDQGDUGQpPX

typu, podobne ako je tomu pri rad9 mutantovi S. cerevisiae. Evidentný je aj rozdiel

v citlivosti uvs11�PXWDQWQpKR�NPH�D�QD�SRXåLWp�PXWDJpQ\�EH]�S{VREHQLD�0%&�D�SR�MHKR

pôsobení. Zastavenie bunkového cyklu pomocou mikrotubulového inhibítora MBC

viedlo k výraznému zvýšeQLX�SUHåtYDQLD�PXWDQWQpKR�NPH�D�uvs11 v prípade ovplyvnenia

89���;�åLDUHQLD�L MMS.
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.PH� 'iYND ;�åLDUHQLD

(krad)
3UHåtYDQLH

(%)
Zastúpenie buniek

odumretých pred delením
zo všetkých odumretých

buniek

Zastúpenie buniek
odumretých po delení zo

všetkých odumretých
buniek

K 100 79,76 20,23
4,5 86,2 58,34 41,66w1
9 49,7 54,83 45,17

K 100 82,11 17,89
4,5 86,9 80,76 19,23W1 + MBC
9 58,1 81,67 18,33

K 100 77,18 22,82
4,5 53,49 12,58 87,42uvs11
9 22,59 6,5 93,5

K 100 75,09 24,91
4,5 75,51 81,57 18,42uvs11 + MBC
9 52,6 93,8 6,2

Tab. ��� 3UHåtYDQLH ãWDQGDUGQpKR NPH�D w1 a mutanta uvs11 C. reinhardtiiSR S{VREHQt ;�åLDUHQLD

SUHSRþtWDQp QD ��� � NRQWUROX �.�� Výsledky analýzy odumierania buniek pred a po delení.

.PH� 'iYND 89�åLDUHQLD

(J.m-2)
3UHåtYDQLH

(%)
Zastúpenie buniek
odumretých pred

delením zo všetkých
odumretých buniek

Zastúpenie buniek
odumretých po delení zo

všetkých odumretých
buniek

K 100 85,29 14,71
50 93,08

100 68,24 89,75 10,25
150 52,18 89,34 10,66

w1

200 46,25 90,59 9,41

K 100 95,27 4,73
50 91,66

100 79,27 95,74 4,26
150 53,2 95,77 4,23

w1 + MBC

200 49,94 94,45 5,55

K 100 2,69 97,31
50 83,73

100 66,35 17,3 82,7
150 36,65 14,65 85,35

uvs11

200 17,5 30,85 69,15
K 100 81,4 18,6

50 90,19
100 81,15 81,25 18,75
150 65,16 84,33 15,67

uvs11 + MBC

200 37,23 91,17 8,83
7DE� ��� 3UHåtYDQLH ãWDQGDUGQpKR NPH�D w1 a mutanta uvs11 C. reinhardtiiSR S{VREHQt 89�åLDUHQLD

SUHSRþtWDQp na 100 % kontrolu (K). Výsledky analýzy odumierania buniek pred a po delení.
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.PH� Koncentrácia MMS
(%)

3UHåtYDQLH

(%)
Zastúpenie buniek
odumretých pred

delením zo všetkých
odumretých buniek

Zastúpenie buniek
odumretých po delení zo

všetkých odumretých
buniek

K 100 79,76 20,23
0,1 88,54 90,95 9,05
0,2 63,49 91,12 8,88
0,3 4,49 70,75 29,25

w1

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

K 100 82,11 17,89
0,1 90,46 76,98 23,02
0,2 55,78 77,81 22,19
0,3 13,38 81,03 18,97

w1 + MBC

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

K 100 77,18 22,82
0,1 81,63 11,2 88,8
0,2 48,43 17,9 82,1
0,3 0,4 17,46 82,54

uvs11

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

K 100 75,09 24,91
0,1 75,49 73,1 26,9
0,2 44,5 51,78 48,22
0,3 1,47 63,14 36,86

uvs11 + MBC

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

Tab. ��� 3UHåtYDQLH ãWDQGDUGQpKR NPH�D w1 a mutanta uvs11 C. reinhardtiiSR S{VREHQt 006 SUHSRþtWDQp

na 100 % kontrolu (K). Výsledky analýzy odumierania buniek pred a po delení.

Výsledky analýzy odumierania buniek pred a po rozdelení sú uvedené v tab 5.7 –

5.9 a na obr. 5.14 a 5.15. %XQN\�PXWDQWQpKR� NPH�D�uvs11 ovplyvnené mutagénom sa

UR]GHOLD� SUHG� RGXPUHWtP� PLQLPiOQH� MHGHNUiW�� QiVOHGNRP� þRKR� Y]QLNDM~� mikrokolónie

V� QHåLYRWDVFKRSQêPL� EXQNDPL� �9OþHN� HW� DO��� ������� 3R� ]DVWDYHQt� EXQNRYpKR� F\NOX

pomocou MBC pri kmeni uvs11 došlo k�YêUD]QpPX� ]QtåHQLX� SRþWX� PLNURNROyQLt

a naopak, zvýšil VD�SRþHW�RGXPUHWêFK�EXQLHN�SUHG�GHOHQtP�
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5.7 Transformácia jadrového genómu C. reinhardtii

Viaceré pokusy o úspešnú transformáciu jadrového genómu riasy C. reinhardtii na našom

pracovisku neviedli k�åHODWH�QêP�YêVOHGNRP��3UHWR�VPH�sa po konzultácii s pracovníkmi

Oddelenia molekulovej genetiky Univerzity v�äHQHYH�UR]KRGOL�SUH� WUDQVIRUPiFLX�SRXåL"

kmene deficitné v�V\QWp]H�DUJLQtQX��.PH��cw15arg7.8 a plazmid pARG7.8 nám poskytol

Prof. Rochaix (Univerzita v�äHQHYH��

5.7.1 Izolácia plazmidu pARG7.8

Na transformáciu buniek C. reinhardtii� VPH�SRXåLOL� SOD]PLG�S$5*����� NWRUê� QHVLH� DNR

selektívny PDUNHU� IXQNþQê� JpQ�SUH� DUJLQtQVXNFLQiWO\i]X��3RG�D� VN~VHQRVWt� SUDFRYQtNRY

Oddelenia molekulovej genetiky Univerzity v�äHQHYH� VPH� YHGHOL�� åH� QD� ~VSHãQRV"

WUDQVIRUPiFLH�YSOêYD�DM�þLVWRWD�SOD]PLGRYHM�'1$��S'1$���Pracovali sme preto s troma

variantami plazmidovej DNA. Prvý variant (variant I) sme získali od Prof. Rochaixa

z Univerzity v�äHQHYH���alšie dva varianty sme izolovali z�EDNWHULiOQHKR�NPH�D�E. coli

XL1-Blue  a navzájom sa líšili spôsobom izolácie. Variant II bol izolovaný pomocou

NRPHUþQpKR�NLWX�Ä+LJK�3XUH�3ODVPLG�,VRODWLRQ�.LW³��%RHKULQJHU�0DQQKHLP��D variant III

VPH�L]RORYDOL�PHWyGRX�SRG�D�0DQLDWLV�D kol. (1982).

,]ROiFLX� SOD]PLGX� VPH� RYHULOL� HOHNWURIRUHWLFN\� SRPRFRX� UHVWULNþQHM� DQDOê]\

s enzýmom NcoI.

������+RGQRWHQLH�~þLQQRVWL�WUDQVIRUPiFLH

1D� WUDQVIRUPiFLX� VPH� SRXåLOL� NPHQH� cw15arg7.8 C. reinhardtii �PXWDQWQê� NPH�� EH]

bunkovej steny deficientný v syntéze arginínu) a cc51� �PXWDQWQê� NPH�� V� EXQNRYRX

VWHQRX� GHILFLHQWQê� Y� V\QWp]H� DUJLQtQX�� QHVFKRSQp� UiV"� QD� PLQLPiOQRP� PpGLX�� 3RXåLOL

VPH�PHWyGX�Y\XåtYDM~FX�VNOHQHQp�JXOLþky a PEG
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Pri kmeni cc51 sme pred samotnou transformáciou odstránili bunkovú stenu

SRPRFRX� QDPL� L]RORYDQpKR� JDPHWLFNpKR� O\WLFNpKR� HQ]êPX� DXWRO\]tQX� �YL�� ������� D

4.12.5).

3UL�NDåGRP�YDULDQWH�VPH�WUDQVIRUPRYDOL�URYQDNê�SRþHW�EXQLHN����[���7 buniek/ml.

V tDEX�NiFK�V~�XYHGHQp�SULHPHUQp�KRGQRW\�]tVNDQp�PLQLPiOQH�] troch experimentov pre

NDåGê�YDULDQW�

6~þDV"RX� WUDQVIRUPDþQHM� ]PHVL� MH� DM� SRO\HW\OpQJO\NRO� �3(*��� =DXMtPDOR� QiV�� þL

P{åH�RYSO\YQL"�SUHåtYDQLH�EXQLHN�D�SUHWR�VPH�KRGQRWLOL�SHUFHQWR�SUHåtYDQLD�SR�S{Vobení

troch rôznych koncentrácii PEG-u 8000 (1������D������=LVWLOL�VPH��åH�SUHåtYDQLH�EXQLHN�VD

výrazne nelíši v jednotlivých variantoch a kontrole (70,65 % v kontrole, 62,5% pri 1%

PEG, 73,1% pri 2,5% PEG D������SUL����3(*���SULþRP�QDMOHSãLH�SUHåtYDQLH�VPH�]tVNDOL

pri najvyššej koncetrácii PEG-u.

3UL� WUDQVIRUPiFLL� NPH�D� cw15arg7.8� VPH� SRXåLOL� GYD� GUXK\� 3(*�X�� NWRUp� sa líšili

PROHNXORYRX� KPRWQRV"RX� �3(*����� D�3(*������� 3UL� WUDQVIRUPiFLL� NPH�D� cc51 sme

SRXåLOL�3(*�����

Hodnotenie ~þLQQRVWL� WUDQVIRUPiFLH� MH� XYHGHQp� Y�WDEX�NiFK� ����� D� �����

7UDQVIRUPDQW\� VPH� VHOHNWRYDOL� WUL� WêåGQH� SR� WUDQVIRUPiFLL� QHSULDPRX� PHWyGRX�� na

]iNODGH� LFK�VFKRSQRVWL� UiV"�QD�PLQLPiOQRP�PpGLX��NWRU~�QDGREXGOL�SR�NRPSOHPHQWiFLL

PXWDQWQpKR� JpQX� DUJ���� IXQNþQêP� JpQRP� SUH� DUJLQtQVXNFLQiWO\i]X�� 3R� Y\UDVWHQt

WUDQVIRUPRYDQêFK� NROyQLt� VPH� LFK� RSl"� SUHRþNRYDOL� na nové selektívne médium

a výsledky overili.

1D� ]iNODGH� SUHGNODGDQêFK� YêVOHGNRY� P{åHPH� NRQãWDWRYD"�� åH� QD� ~VSHãQRV"

transformácie majú vplyv tieto parametre:

• þLVWRWD� SOD]PLGRYHM� '1$� �Y\ããLX� ~þLQQRV"� WUDQVIRUPiFLH� VPH� GRVLDKOL� SUL� SRXåLWt

S'1$�L]RORYDQHM�SRPRFRX�NRPHUþQH�GRVWXSQpKR�NLWX

• NRQFHQWUiFLD�D�PROHNXORYi�KPRWQRV"�SRO\HW\OpQJO\NROX – dodnes nie je známy presný

PHFKDQL]PXV� ~þLQNX� 3(*�X� SUL� WUDQVIRUPiFLL�� DYãDN� QDãH� YêVOHGN\� SRWYUGLOL�� åH

PROHNXORYi� KPRWQRV"� 3(*�X� RYSO\Y�XMH� ~þLQQRV"� WUDQVIRUPiFLH�� /HSãLH� Yê"DåN\

WUDQVIRUPDQWRY�VPH�]tVNDOL�V�SRO\HW\OpQJO\NRORP�V�Y\ããRX�PROHNXORYRX�KPRWQRV"RX

(PEG 8000).
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• W\S�VNOHQHQêFK�JXOLþLHN – na základe konzultácie s pracovníkmi Odd. Molek. Biológie

8QLYHU]LW\� Y� äHQHYH� VPH� YHGHOL�� åH� DM� W\S� VNOHQHQêFK� JXOLþLHN� P{åH� YSOêYD"� na

~þLQQRV"�WUDQVIRUPiFLH��3UDYGHSRGREQH�WX�]RKUiYD�~ORKX�MHGQDN�SULHPHU�JXOLþLHN�DNR

DM�FKHPLFNp�RãHWUHQLH�JXOLþLHN�LFK�YêUREFRP��3UHWR�VPH�Y�SRNXVRFK�SRXåLOL�VNOHQHQp

JXOLþN\�� NWRUp� VPH� ]tVNDOL� ]� 8QLYHU]LW\� Y� äHQHYH� �7KRPDV� 6FLHQWLILF�� D sklenené

JXOLþN\�]tVNDQp�] Katedry genetiky UK (nezistený zdroj). Nezistili sme výrazný vplyv

QD�WUDQVIRUPDþQ~�~þLQQRV"�

• JHQRW\S�UHFLSLHQWQpKR�NPH�D – pri mutantoch bez bunkovej steny sme dosiahli vyššiu

~þLQQRV"� WUDQVIRUPiFLH� Y� SRURYQDQt� V� PXWDQWDPL�� SUL� NWRUêFK� VPH� EXQNRY~� VWHQX

odstránili autolyzínom

• þas ovplyvnenia – najoptimálnejšie výsledky sme dosiahli po ovplyvnení vortexom

SRþDV� ��� VHN~QG�� 3UHG�åHQLH� GRE\� YRUWH[RYDQLD� QD� ��� VHN~QG� ]QLåXMH� SRþHW

WUDQVIRUPDQWRY�� 3UtþLQRX� P{åH� E\"� PHFKDQLFNp� SRãNRGHQLH� EXQLHN� VNOHQêPL

JXOLþNDPL�

cw15arg7.8 PEG6000 PEG8000
pDNA Sklenené

JXOLþN\
SRþHW NROyQLt QD

PM
ÒþLQQRV"

transformácie
(x 10–6)

SRþHW NROyQLt QD
PM

ÒþLQQRV"
transformácie

(x 10–6)
1. 10,5 0,35 204 6,8I

2. 51 1,7 22 0,73

1. 51 1,7 478 15,9II

2. 31,5 1,05 89 2,9

III 1. - - 18 0,6

7DE� ���� 9êVOHGN\ WUDQVIRUPiFLH NPH�D cw15arg7.8 (pDNA: I – získaná z Univerzity väHQHYH� ,, �
L]RORYDQi SRPRFRX NRPHUþQpKR NLWX Ä+LJK 3XUH 3ODVPLG ,VRODWLRQ .LW³� ,,, � L]RORYDQi PHWyGRX SRG�D
0DQLDWLV HW DO� ������� VNOHQHQp JXOLþN\� �� ]tVNDQp ] Univerzity väHQHYH� �� ]tVNDQp ] .DWHGU\ JHQHWLN\��

cc51 PEG 8000
VNOHQHQp JXOLþN\ pDNA SRþHW NROyQLt QD 30 ÒþLQQRV" WUDQVIRUPiFLH �[ ��–6)

I 35 1,16
II 7 0,23

1.

III 3,6 0,12

7DE� ���� 9êVOHGN\ WUDQVIRUPiFLH NPH�D cc51.
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Kapitola 6

Diskusia

(UZLQ�6FKU|GLQJHU�YR�VYRMHM�NQLKH�ÄýR�MH�åLYRW³�Y\VORYLO�SUHGSRNODG��åH�PDNURPROHNXOD�

v�NWRUHM� MH� ]DNyGRYDQi� FHOi� JHQHWLFNi� LQIRUPiFLD�� E\� PDOD� E\"� YêQLPRþQH� VWDELOQi�

1iVOHGQp�REMDYHQLH�ãWUXNW~U\�'1$�YãDN�W~WR�SUHGVWDYX�Y\YUiWLOR��'QHV�MH�Xå�]QiPH��åH

'1$� MH� YH�PL� G\QDPLFNRX� ãWUXNW~URX�� NWRUi� MH� V~VWDYQH� Y\VWDYRYDQi� SRãNRGHQLX

spôsobenému rôznymi endogénnymi i�H[RJpQQ\PL� YSO\YPL�� 7DNpWR� SRãNRGHQLH� P{åH

YLHV"�N�DNXPXOiFLL�PXWiFLt��NWRUp�Y�VHEH�VWHOHV�XM~�~SDGRN�L�]PHQX�±�~SDGRN�MHGQRWOLYFD

D�VSiVX�GUXKX��5RYQRYiKD�GRVLDKQXWi�PHG]L�XGUåDQtP�JHQyPRYHM� LQWHJULW\�D�HYROXþQRX

QHY\KQXWQRV"RX�PXWiFLt��SRWUHEQêFK�SUH�DGDSWiFLX�Y nových podmienkach prostredia, je

]DEH]SHþHQi�SUtWRPQRV"RX�'1$�UHSDUDþQêFK�V\VWpPRY�Y�EXQNH��NWRUp�QLH�V~�OHQ�MHGQRX

]R� ]iNODGQêFK� FKDUDNWHULVWtN� YãHWNpKR� åLYpKR�� DOH� KUDM~� DM� N�~þRY~� ~ORKX� Y evolúcii

a�SUHåLWt�GUXKRY�

Podobne ako iné základné procesy v�EXQNH��DM�UHSDUDþQp�PHFKDQL]P\�V~�HYROXþQH

konzervované a poznatky získané u�MHGQHM� VNXSLQ\� RUJDQL]PRY� VD� P{åX� Y\XåL"

a�H[WUDSRORYD"� DM� QD� LQp� VNXSLQ\�� 9ãHWN\� V~þDVQp� SUHGVWDY\� R�IXQNFLL� UHSDUDþQêFK

systémov a�SULHEHKX�UHSDUDþQêFK�SURFHVRY�VD�Y\WYiUDOL�QD�]iNODGH�ãW~GLD�KHWHURWURIQêFK

RUJDQL]PRY�� 1D� GUXKHM� VWUDQH�� R� UHSDUDþQêFK� SURFHVRFK� IRWRDXWRWURIQêFK� RUJDQL]PRY
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EROR�]tVNDQêFK�RYH�D�PHQHM�SR]QDWNRY��3UREOpP\�VR�ãW~GLRP�UHSDUDþQêFK�PHFKDQL]PRY

X� Y\ããtFK� UDVWOtQ� V~YLVLD� QDMPl� V� QiURþQRX� L]ROiFLRX�PXWDQWRY��9 tejto súvislosti práve

C. reinhardtii�� NWRUi�� VYRMLPL� YODVWQRV"DPL� D� ]ORåHQtP� SULSRPtQD� Y\ããLH� UDVWOLQ\�

SRVN\WXMH� PRåQRVWL� ãW~GLD� UHSDUDþQêFK� PHFKDQL]PRY� IRWRDXWRWURIQêFK� RUJDQL]PRY

D� XPRå�XMH� H[WUDSRORYD"� ]tVNDQp� YêVOHGN\� DM� QD� Y\ããLH� UDVWOLQ\�� 1DY\ãH�� SUtWRPQRV"

WURFK� JHQHWLFNêFK� V\VWpPRY� XPRå�XMH� VOHGRYD"� RSUDYX� '1$� Y� MDGUH�� FKORURSODVWRFK

a mitochondriách a ich vzájomné prepojenie.

&LH�RP�WHMWR�SUiFH�EROR�SULVSLH"�N štúdiu opravných mechanizmov C. reinhardtii

SRPRFRX� PROHNXOiUQHM�� PXWDþQHM� D genetickej analýzy UV-citlivých mutantov

izolovaných na Katedre genetiky PvF UK.

Prvú informáciu o�UHSDUDþQH�GHIicitných mutantoch poskytuje porovnanie ich

NULYLHN�SUHåtYDQLD�V�SUHåtYDQtP�EXQLHN�ãWDQGDUGQpKR�NPH�D��SUtSDGQH�SRURYQDQLH�NULYLHN

SUHåtYDQLD� WêFKWR� NPH�RY� SR� S{VREHQt� U{]Q\FK� PXWDJpQRY�� þL� Xå� I\]LNiOQ\FK

�;�åLDUHQLH��89�åLDUHQLH�� DOHER� FKHPLFNêFK� �011*��� 3UHåtYDQLH� EXQLHN� ]iYLVt� RG� LFK

citlivosti k danému agensu.

5HSDUDþQH�GHILFLWQp� PXWDQW\� ULDV� C. reinhardtii boli izolované na základe

citlivosti k�89�åLDUHQLX��$QDOê]RX�NULYLHN�GiYND�HIHNW�EROL�UR]GHOHQp�GR�GYRFK�VNXStQ�±

YH�PL�FLWOLYp�N�89�åLDUHQLX��SUHGSRNODGDQp�SRãNRGHQLH�H[Ft]QHKR�UHSDUDþQpKR�V\VWpPX�

a stredne citlivé k�WRPXWR�PXWDJpQX� �SRUXFKD� LQêFK� UHSDUDþQêFK� GUiK�� �3RGVWDYNRYi� HW

al., 1994).

7iWR�SUiFD�GRS��D� IHQRW\SRY~� FKDUDNWHULVWLNX� UHSDUDþQêFK�PXWDQWRY� VOHGRYDQtP

Y]"DKRY�GiYND�HIHNW�SR�RYSO\YQHQt�DON\ODþQRX�OiWNRX�011*�D�;�åLDUHQtP�

Z�SRURYQDQLD�NULYLHN�SUHåtYDQLD�SR�S{VREHQt�011*�Y\SOêYD��åH�YãHWN\�WHVWRYDQp

kmene sú citlivejšie v�SRURYQDQt� VR� ãWDQGDUGQêP� W\SRP�� þR� QD]QDþXMH�� åH� WLHWR� NPHQH

PDM~�]QtåHQ~�VFKRSQRV"�RGVWUD�RYD"�SRUXFK\�VS{VREHQp�FKHPRPXWDJpQPL�W\SX�011*�

Aj medzi jednotlivými mutantami boli zistené rozdiely v citlivosti. Ako najcitlivejší sa

MDYLO� NPH�� uvs15, s�SUHGSRNODGDQRX� SRUXFKRX� PXWDJpQQHKR� UHSDUDþQpKR� PHFKDQL]PX�

a�NPH�� uvsE1, pri ktorom bola zistená porucha v�UHNRPELQDþnej oprave (Rosen

a Ebersold, 1972). Kmene uvs9, s poruchou excíznej opravy, a uvs13, s doteraz

QHGHILQRYDQRX�SRUXFKRX�UHSDUDþQpKR�PHFKDQL]PX��EROL�FLWOLYHMãLH�DNR�ãWDQGDUGQê�NPH��
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DOH�]iURYH��PHQHM�FLWOLYp�DNR�NPHQH�uvsE1 a uvs15. Pri kmeni uvs13�VD�FLWOLYRV"�SUHMDYLOD

Då�SUL�GiYNH������J�PO�

3UL�KRGQRWHQt�PXWDELOLW\�SR�S{VREHQt�011*�VPH�]LVWLOL�RSDþQê�MDY�Y�SRURYQDQt

so zisteniami získanými pri S. cerevisiae, pri ktorých pri�H[Ft]Q\FK�NPH�RFK�SR�S{VREHQt

DON\ODþQêFK� OiWRN� ]Y\þDMQH� GRFKiG]D� N zvýšeniu frekvencie výskytu mutácií (Haynes

a Kunz, 1981). Excízna oprava je pri kvasinkách error-free, t.j. presná a jej porucha teda

navodzuje zvýšenú mutabilitu. V�SUtSDGH� H[Ft]QH�GHILFLWQêFK� NPH�RY� C. reinhardtii

(uvs9 a uvs15) došlo k�]QtåHQpPX�YêVN\WX�PXWiFLt�Y�SRURYQDQt�VR�ãWDQGDUGQêP�NPH�RP�

þR�E\�PRKOR�]QDPHQD"��åH�SUL riasach excízna oprava nie je presná. Toto tvrdenie by však

EROR�SRWUHEQp�GRSOQL"�R��DOãLH�H[SHULPHQWiOQH�G{ND]\�

Pri riasach ešte nie je definovaný mHFKDQL]PXV�� NWRUê� E\� VD� SRGLH�DO� QD� RSUDYH

SRãNRGHQt� Y\YRODQêFK� DON\ODþQêPL� OiWNDPL��'RWHUD]� VD� QHSRGDULOR� GRNi]D"� SUtWRPQRV"

DON\OWUDQVIHUi]\��NWRUi�RGVWUD�XMH�WLHWR�SRãNRGHQLD�QDSU��SUL E. coli (Xiao et al., 1991; Ito

HW� DO��� ������� 1D� ]iNODGH� SRURYQDQLD� YêVOHGNRY� ]tVNDQêFK� VOHGRYDQtP� SUHåtYDQLD� SR

S{VREHQt� 89� åLDUHQLD� D�011*�� PRåQR� SUHGSRNODGD"�� åH� ]DWLD�� þR� QD� RSUDYH� SRU~FK

VS{VREHQêFK� 89�åLDUHQtP� VD� SRGLH�D� H[Ft]Q\� UHSDUDþQê� PHFKDQL]PXV�� R�þRP� VYHGþt

Y\VRNi�FLWOLYRV"�NPH�D�uvs9 (Podstavková et al., 1991), na oprave porúch spôsobených

FKHPRPXWDJpQPL�W\SX�011*�EXGH�PD"�SUDYGHSRGREQH�G{OHåLWHMãLX�~ORKX�LQê�RSUDYQê

systém, resp. systémy.

=LVWLOR�VD��åH�NYDVLQN\�S. cerevisiae sú schopné opravy poškodení indukovaných

011*� SRPRFRX� EH]FK\EQHM� UHNRPELQDþQHM� UHSDUDþQHM� GUiK\�� NWRUi� RSUDYXMH

SRWHQFLiOQH� OHWiOQH� SRãNRGHQLD� VS{VREHQp� LRQL]DþQêP� åLDUHQtP� �0LWFKHO� D Morrison,

������� -H� WLHå� ]QiPH�� åH� ]YêãHQi� UH]LVWHQFLD� YRþL� LRQL]DþQpPX� åLDUHQLX�� NWRUi� MH

VS{VREHQi�]YêãHQRX�UHNRPELQDþQRX�VFKRSQRV"RX��MH�SUL kvasinkách spojená s redukciou

frekvencie mutácií vzniknutých po ovplyvnení MNNG (Boreham a Mitchel, 1993).

Pri C. reinhardtii�QHYLHGOR�SUHGRYSO\YQHQLH���åLDUHQtP�QDVOHGRYDQp�RYSO\YQHQtP�011*

k�UHGXNFLL�PXWiFLt� VS{VREHQêFK�011*�� =QDPHQDOR� E\� WR�� åH� SUL�C. reinhardtii nie sú

SRãNRGHQLD� LQGXNRYDQp�011*� RSUDYRYDQp� SRPRFRX� UHNRPELQDþQHM� RSUDY\� DOHER� SUL

ULDVDFK� QLH� MH� ]YêãHQi� UH]LVWHQFLD� YRþL� åLDUHQLX� YêVOHGNRP� UHNRPELQDþQHM� RSUDY\

D�H[LVWXMH�WX�LQê�V\VWpP�QD�RSUDYX�GYRMUH"D]FRYêFK�]ORPRY��%RUHKDP�D Mitchel, 1993).

%RUHKDP�D�0LWFKHO��������SUHGSRNODGDM~�SUtWRPQRV"�XQLNiWQHKR�PHFKDQL]PX�QD�RSUDYX
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dvojvláknových zlomov v haploidných bunkách, pri ktorom by dochádzalo ku kooperácii

jadrového a chloroplastového genómu.

Výsledky získané v�WHMWR� SUiFL� QD]QDþLOL� Y\VRN~� FLWOLYRV"� NPH�D� V poruchou

UHNRPELQDþQHM� UHSDUiFLH�� þR� E\� ]QDPHQDOR�� QD� UR]GLHO� RG� YêVOHGNRY� ]tVNDQêFK� Y\ããLH

XYHGHQêPL� DXWRUPL�� åH� SUL�ULDVDFK� E\� PRKRO� ]RKUiYD"� G{OHåLW~� ~ORKX� SUL� RSUDYH

SRãNRGHQt� VS{VREHQêFK�011*�SUiYH� UHNRPELQDþQê� UHSDUDþQê� V\VWpP��1HPRåQR� YãDN

Y\O~þL"� DQL� VSROX~þDV"� LQpKR�� HãWH� QHRStVDQpKR� UHSDUDþQpKR� V\VWpPX�� SUHWRåH� DM

pri kvasinkách a�EDNWpULDFK� VD� QD� RSUDYH� SRãNRGHQt� VS{VREHQêFK� DON\ODþQêPL� OiWNDPL

]~þDVW�XM~�YLDFHUp�UHSDUDþQp�GUiK\��)ULHGEHUJ�HW�DO����������'QHV�MH�Xå�]QiPH��åH�QLHNWRUp

GUXK\�SRãNRGHQt�P{åX�E\"�RSUDYRYDQp�YLDFHUêPL�PHFKDQL]PDPL�±�]iOHåt�WR�RG�U{]Q\FK

faktorov. Kritickým krokom opravy je rozpoznanie poškodenia, kedy dochádza

k interakciám proteínov, ktoré sa na QHM�SRGLH�DM~��'{OHåLW~�~ORKX�WLHå�]RKUiYD��Y ktorej

Ii]H�EXQNRYpKR�F\NOX�VD�EXQND�QDFKiG]D��þL�VD�Y�þDVH�SRãNRGHQLD�UHSOLNXMH�'1$�DOHER

XVNXWRþ�XMH� WUDQVNULSFLD� D�þL� V nimi poškodenie interferuje, aké sú susedné sekvencie

v�EOt]NRVWL� SRãNRGHQLD�� DNp� PQRåVWYR� SRãNRGHQLD� MH� Y DNA indukované, v akom

fyziologickom stave sa bunka nachádza a podobne. Poukazuje na to aj genetický dôkaz

prekrývania a�NRPSHWtFLH� YLDFHUêFK� RSUDYQêFK� GUiK� SUL� RGVWUD�RYDQt� $3� PLHVW

v kvasinkách S. cerevisiae (Swanson et al., 1999; Kuipers et al., 2000). Konštrukciou

YLDFQiVREQêFK� PXWDQWRY� SRVWXSQêP� Y\UD�RYDQtP� Ei]RYHM� H[Ft]QHM� RSUDY\�

QXNOHRWLGRYHM�H[Ft]QHM�RSUDY\��UHNRPELQDþQHM�RSUDY\�D syntézy cez poškodenie sa zistilo,

åH� RNUHP� %(5�� NWRUi� $3� PLHVWD� RSUDYXMH� SRPRFRX� $3� HQGRQXNOHi]�� V~� $3� PLHVWD

opravované aj pomocou NER a�WROHURYDQp� UHNRPELQDþQRX� RSUDYRX� D syntézou cez

poškodenie . Iným príkladom je oprava cyklobutánových pyrimidínových dimérov

v��XGVNêFK�EXQNiFK��=LVWLOR�VD��åH�QD� LFK�RSUDYH�VD�SRGLH�D�RNUHP�1(5�DM�³PLVPDWFK´

oprava a�LQWHUDNFLH�PHG]L� LFK�NRPSRQHQWDPL�Xå�EROL�GRNi]DQp� LQ�YLWUR� �%HUWUDQG� HW� DO��

1998).

Nemenej zDXMtPDYp� YêVOHGN\� VPH� ]tVNDOL� DM� SUL� KRGQRWHQt� YSO\YX� ;�åLDUHQLD�

V�V~YLVORVWL�V�DSOLNiFLRX�;±åLDUHQLD�QD�ULDVX�C. reinhardtii YãDN�PXVtPH�EUD"�GR�~YDK\

QLHNR�NR�IDNWRURY��NWRUp�RYSO\Y�XM~�SUHåtYDQLH�NPH�RY��9�SUYRP�UDGH�LGH�R�IDNW��åH�VPH

QHPRKOL� DSOLNRYD"�;±åLDUHQLH�QD�NXOW~UX�QDRþNRYDQ~�QD�SHYQRP�PpGLX��9]K�DGRP�QD

rozsah a�SRGPLHQN\� H[SHULPHQWX� VPH� PXVHOL� NXOW~U\� RYSO\Y�RYD"� Y� WHNXWRP� PpGLX�
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1DY\ãH�� NXOW~U\� VPH� SR� RåLDUHQt� QHPRKOL� SULDPR� RþNRYD"� QD� SHYQp� PpGLXP�� 7LHWR

SRGPLHQN\�H[SHULPHQWX�PRKOL�GR�LVWHM�PLHU\�RYSO\YQL"�SUHåtYDQLH�MHGQRWOLYêFK�NPH�RY�

V literatrúre bol opísaný tzv. LHR efekt (“liquid holding recovery”). Pri E. coli, ak boli

EXQN\�SR�89�RåLDUHQt�SRQHFKDQp�Y� WHNXWRP�PpGLX��Y\ND]RYDOL� OHSãLH�SUHåtYDQLH� �7DQJ

a Smith, 1981). Podobný efekt opísali aj  Frankenberg-Schwager a kol. pri kvasinkách

S. cerevisiae��)UDQNHQEHUJ�6FKZDJHU�HW�DO����������%XQN\��NWRUp�EROL�Y\VLHYDQp�LKQH��SR

RåLDUHQt� ;�åLDUHQtP�� Y\ND]RYDOL� QLåãLH� SUHåtYDQLH� Y porovnaní s bunkami, ktoré boli

XUþLWê� þDV� XGUåLDYDQp� Y podmienkach nevhodných pre rast (vo vode) a�Då� SRWRP

Y\VLHYDQp� QD� SHYQp� PpGLXP�� =LVWLOR� VD�� åH� ]YêãHQLH� SUHåtYDQLD� EXQLHN� Y\VLHYDQêFK

QHVN{U�SR�RåLDUHQt�MH�VSUHYiG]DQp�VWUDWRX�GYRMUH"D]FRYêFK�]ORPRY��'6%��] DNA týchto

EXQLHN��)UDQNHQEHUJ�6FKZDJHU�HW�DO����������3UHGSRNODGi�VD�WHGD��åH�SUiYH�RSUDYD�'6%

vedie k�]YêãHQpPX�SUHåtYDQLX�SUL�EXQNiFK�Y\VLHYDQêFK�QHVN{U�SR�RåLDUHQt��$E\�VPH�GR

LVWHM� PLHU\� UHGXNRYDOL� /+5� HIHNW�� NXOW~U\� VPH� SR� RåLDUHQt� XGUåLDYDOL� Y� FKODGH� Då� GR

vysievania na pevné médium v laboratóriu.

�DOãtP� IDNWRURP� RYSO\Y�XM~FLP� SUHåtYDQLH� NPH�RY�C. reinhardtii po pôsobení

;�åLDUHQLD�MH�þDV��]D�NWRUê�MH�GDQi�GiYND�DSOLNRYDQi��3UL�GOKãHM�DSOLNiFLL�XUþLWHM�GiYN\�VD

]YêãL� SUHåtYDQLH� Y� SRURYQDQt� V� NUDWãRX� DSOLNiFLRX� WHM� LVWHM� GiYN\� �'DYLV� D� 7KRUEXUQ�

1968). V tejto súvislosti vzniká aj problém porovnávania výsledkov získaných rôznymi

DXWRUPL��NH�åH�Y�SUiFL�VD�þDVWR�QDFKiG]D�OHQ�~GDM�R�GiYNH��QLH�YãDN�þDVH��SRþDV�NWRUpKR

bola aplikovaná.

1DSULHN�WêPWR�SUREOpPRP�MH�QD�]iNODGH�QDãLFK�YêVOHGNRY�LVWp��åH�QDMFLWOLYHMãtPL

NPH�PL�V~�NPHQH�V�SRUXFKRX�UHNRPELQDþQpKR�UHSDUDþQpKR�PHFKDQL]PX�D�NPH��uvs15

V� SUHGSRNODGDQRX� SRUXFKRX� PXWDJpQQHM� RSUDY\�� .PH�� uvs12, s poruchou excízneho

PHFKDQL]PX� RSUDY\� '1$�� ERO� PHQHM� FLWOLYê� N� S{VREHQLX� ;�åLDUHQLX� Y� SRURYQDQt

VR�ãWDQGDUGQêP�NPH�RP��1t]ND�FLWOLYRV"�Y�SRURYQDQt�VR�ãWDQGDUGQêP�NPH�RQ�VD�]LVWLOD

aj pri excízne-deficitnom kmeni uvs1 �&KDQNRYD� HW� DO��� ������� þR� QD]QDþXMH�� åH� WHQWR

V\VWpP�RSUDY\�QH]RKUiYD�Yê]QDPQ~�~ORKX�SUL� RGVWUD�RYDQt�SRãNRGHQt� VS{VREHQêFK�;�

åLDUHQtP�

Pri kvasinkách S. cerevisiae sa štúdiom trojitých mutantov, s mutáciou génu

]�NDåGHM�HSLVWDWLFNHM�VNXSLQ\��]LVWLO�Yê]QDPQê�SRGLHO�YãHWNêFK�WURFK�HSLVWDWLFNêFK�VNXStQ

QD� RSUDYH� SRãNRGHQt� LQGXNRYDQêFK� ;�åLDUHQtP� �*DPH�� ������� 7DNWR� VD� ]tVNDO� �DOãt
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G{ND]�R�WRP��åH�QLHNWRUp�GUXK\�SRãNRGHQt�P{åX�E\"�RSUDYRYDQp�YLDFHUêPL�UHSDUDþQêPL

mechanizmami.

1D� ]iNODGH� QDãLFK� H[SHULPHQWRY� P{åHPH� SUHGSRNODGD"�� åH� SUL riasach                 

C. reinhardtii takisto dochádza k�VSROXSUiFL�� UHVS�� V~"DåHQLX� YLDFHUêFK� UHSDUDþQêFK

PHFKDQL]PRY�SUL�RSUDYH�SRãNRGHQt�LQGXNRYDQêFK�011*�DOHER�;�åLDUHQtP�

=tVNDQtP� FKDUDNWHULVWLN\� Y\EUDQêFK�PXWDQWRY� VD� QiP� SRGDULOR� GRSOQL"� QLHNWRUp

LQIRUPiFLH� R� UHSDUDþQêFK� PHFKDQL]PRFK� SUL fotoautotrofných organizmoch. Do roku

1997 nebol pri fotoautotrofných organizmoch izolovaný mutant s poruchou mutagénnej

RSUDY\�DQL�PLVPDWFK�NRUHNFLH��9�WHMWR�V~YLVORVWL�VD�DNR�]DXMtPDYê�MDYt�NPH��uvs14, ktorý

so zvýšenou spontánnou a indukovanou mutabilitou a rovnako aj rezistenciou

k�SRãNRGHQLX� SR� S{VREHQt� DON\ODþQFK� OiWRN�� Y\ND]XMH� W\SLFNp� ]QDN\� PXtantov

s narušenou “long patch mismatch” korekciou (Modrich, 1991). Nemenej zaujímavý je

NPH�� uvs15, ktorý nemutoval po UV a�;�åLDUHQt�� YH�PL� PiOR� SR� 011*� D� SDWUt

k�QDMFLWOLYHMãtP� NPH�RP� SR� S{VREHQt� YãHWNêFK� WHVWRYDQêFK� PXWDJpQRY� �9OþHN� ������

7HQWR�NPH��Y\ND]XMH�SRGREQRV"� V rad6 mutantom S. cerevisiae s rozhodujúcou úlohou

v mutagénnej epistatickej skupine (Haynes a Kunz, 1981). Na rozdiel od rad6, pri uvs15

MH� V~þDVQH� QDUXãHQê� DM� H[Ft]Q\� V\VWpP� RSUDY\�� 7R� MH� ]DXMtPDYê� IDNW�� OHER� PXWDQW\

s narušenou excíznou opravou majú pri�NYDVLQNiFK�RE\þDMQH�]YêãHQ~�PXWDELOLWX��+D\QHV

a Kunz, 1981), pri�ULDVDFK� WRPX� WDN� YãDN� QLH� MH�� *HQHWLFNi� DQDOê]D� SRWYUGLOD�� åH� LGH

o poruchu v�MHGQRP� JpQH�� SUL� NWRURP� VD� SUHGSRNODGi�� åH�Pi� SOHLRWURSQê� ~þLQRN� DOHER

VSURVWUHGNXMH� SUHNUêYDQLH� IXQNFLt� PHG]L� UHSDUDþQêPL� FHVWDPL� DOHER� LQWHUDJXMH� V inými

UHSDUDþQêPL�SURWHtQPL�SUL�XWYiUDQt�UHSDUDþQêFK�NRPSOH[RY��9OþHN�HW�DO����������7DNêWR

mutant ešte u heterotrofných organizmov nebol opísaný.

1DMYKRGQHMãRX� PHWyGRX� QD� ]DWULHGHQLH� UHSDUDþQH�GHILFLWQêFK� NPH�RY� GR

MHGQRWOLYêFK� UHSDUDþQêFK� GUiK� MH� PROHNXOiUQD� DQDOê]D�� 3UYp� SRNXV\� R molekulárnu

analýzu opravných systémov nezávislých na svetle pri�ULDVDFK� XVNXWRþQLOL� 6ZLQWRQ

a�+DQDZDOW� �������� 3RXåLOL� ELRFKHPLFN~� DQDOê]X� 89� åLDUHQtP� LQGXNRYDQêFK

pyrimidínových dimérov pomocou 323� ]QDþHQHM� '1$�� 9\XåLOL� SR]QDWRN�� åH

fosfodiesterová väzba medzi pyrimidínovými dimérmi je rezistentná k fosfodiesterázam.

3RPRFRX� WHMWR� PHWyG\� QHSRWYUGLOL� SUtWRPQRV"� H[Ft]LH� S\ULPLGtQRYêFK� GLPpURY

u�ãWDQGDUGQpKR�NPH�D�Y jadrovej ani chloroplastovej DNA (Swinton a Hanawalt, 1973).
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Toto zistenie ich viedlo k�]iYHUX��åH�C. reinhardtii�QHPi�H[Ft]QX�UHSDUDþQ~�GUiKX��9 tom

REGREt� QDY\ãH� H[LVWRYDO� Qi]RU�� åH� IRWRDXWRWURIQp� HXNDU\RW\� YR� YãHREHFQRVWL� QHPDM~

excízny systém opravy (Wolf a Cleaver,1973).

Neúspech Swintona a�+DQDZDOWD� VSRþtYDO� Y� WRP�� åH� QD� ]QDþHQLH� '1$� SRXåLOL

UiGLRDNWtYQH�]QDþHQê�W\PtQ��1HVN{U�VD�YãDN�]LVWLOR��åH�QLHNWRUp�GUXK\�ULDV�QLH�V~�VFKRSQp

LQNRUSRURYD"�H[RJpQQ\�W\PtQ�DOHER�W\PLGtQ�GR�'1$��:DQND�HW�DO��������±�FLW��9OþNRYi

D� 9OþHN�� ������� 6PDOO� D Greimann (1977a) neskôr modifikovali metodiku detekcie

pyrimidínových dimérov a�DQDOê]\� '1$� SR� RåLDUHQt�� 3RXåLOL� ]QDþHQLH� '1$� SRPRFRX

UiGLRDNWtYQH� ]QDþHQpKR� DGHQtQX� D miesta pyrimidínových dimérov detekovali pomocou

UV-špecifickej endonukleázy z Micrococcus luteus, ktorá je po detailnejšom preskúmaní

VYRMHM�DNWLYLW\�Y�V~þDVQRVWL�R]QDþRYDQi�DNR�89�GLPpU� ãSHFLILFNi�JO\NR]\Oi]D�$3� O\i]D

(Mlu�SGJ,�� �/OR\G�� ������� 7êPWR� SRVWXSRP� GRNi]DOL� SUtWRPQRV"� H[Ft]QHM� RSUDY\

v jadrovom i chloroSODVWRYRP� JHQyPH� ãWDQGDUGQpKR� NPH�D� C. reinhardtii (Small

a Greimann, 1977a,b).

7~WR�PHWyGX�VPH�SRXåLOL�SUL�DQDOê]H�PXWDQWQêFK�NPH�RY�L]RORYDQêFK�QD�.DWHGUH

JHQHWLN\�3Y)�8.��$NR�QHJDWtYQX�NRQWUROX�VPH�SRXåLOL�ãWDQGDUGQê�NPH��:���NWRUê�QHPi

porušenú excíznu opravu. Pri�WRPWR�NPHQL�RþLYLGQH�GRãOR�N odstráneniu pyrimidínových

dimérov po 24-hodinovej kultivácii v�WPH��þR�RSlWRYQH�SRWYUG]XMH�Xå�GRNi]DQê�IDNW��åH

C. reinhardtii�Pi�IXQNþQ~�H[Ft]QX�UHSDUDþQ~�GUiKX��$NR�SR]LWtYQX�NRQWUROX�VPH�SRXåLOL

H[Ft]QH� GHIHNWQê� NPH�� uvs9, pri ktorom ani po 24 hodinách nedochádza k obnoveniu

vysokomolekulárnych frakcií a teda k vyštiepeniu pyrimidínových dimérov.

0ROHNXOiUQD� DQDOê]D� UHSDUDþQH�GHILFLWQêFK� NPH�RY� SRWYUGLOD� SRUXFKX� YR

vyštiepovaní pyrimidínových dimérov pri mutantoch uvs12 a uvs15. Naopak pri�NPH�RFK

uvs13 a uvs14�QHEROD�]LVWHQi�SRUXFKD�YR�Y\ãWLHSRYDQt�S\ULPLGtQRYêFK�GLPpURY��þtP�VPH

SRWYUGLOL��åH�WLHWR�PXWDQW\�QHSDWULD�GR�VNXSLQ\�PXWDQWRY�V�SRUXFKRX�H[Ft]QHM�UHSDUDþQHM

dráhy.

0HWyGD�� NWRU~� VPH� SRXåLOL� QD� DQDOê]X� PXWDQWRY�� MH� YH�PL� FLWOLYêP� WHVWRP� QD

VWDQRYHQLH� VFKRSQRVWL� EXQLHN� Y\ãWLHSRYD"� S\ULPLGtQRYp� GLPpU\� D preto je vhodná na

WHVWRYDQLH� NPH�RY�� 9\åDGXMH� VL� YãDN� RSDWUQ~� PDQLSXOiFLX� V izolovanou DNA

�SRXåtYDQLH� ]DVWULKQXWêFK� ãSLþLHN� QD� DXWRPDWLFNêFK� SLSHWiFK�� RSDWUQp� SUHWUHSiYDQLH� SUL

L]ROiFLL�'1$�DW�����DE\�QHGRãOR�N jej mechanickému poškodeniu. V�NDåGRP�SRNXVH�VPH
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SUHWR�URELOL�DM�YDULDQW�EH]�89�HQGRQXNOHi]\��DE\�VPH�]LVWLOL��þL�VD�L]RORYDQi�'1$�SRþDV

PDQLSXOiFLH� QHSROiPDOD�� þR� E\� VNUHVOLOR� ]tVNDQp� YêVOHGN\���DOãLH� VNUHVOHQLH� E\�PRKOD

VS{VREL"� 51$� V inkorporovaným 3+�DGHQtQRP�� 7HQWR� SUREOpP� VPH� ULHãLOL� VSRþLDWNX

pridaním RNA-zy,�QHVN{U� � VPH�51$�RGVWUD�RYDOL� SRPRFRX�DONDOLFNHM� K\GUROê]\�� NWRUi

VD�QiP�RVYHGþLOD�

0HWyGD�� NWRU~� VPH� SRXåLOL�� MH� YH�PL� FLWOLYi�� DYãDN� WHFKQLFN\� YH�PL� QiURþQi�

V�V~þDVQRVWL� E\� MX� PRKOD� QDKUDGL"� MHGQRGXFKãLD� PHWyGD� SXO]QHM� JpORYHM� HOHNWURIRUp]\

�3)*(��� NWRUi� MH� WLHå� YKRGQi� QD� VOHGRYDQLH� SUtSDGQHM� DNWLYLW\� UHSDUDþQêFK� V\VWpPRY

�.UD[HQEHUJHU� HW� DO��� ������� $M� P\� VPH� ]YDåRYDOL� SRXåL"� W~WR� PHWyGX� SUL� DQDOê]H

PXWDQWQêFK�NPH�RY��'RWHUD]�YãDN�QHERO�Y\SUDFRYDQê�YKRGQê�SURWRNRO�3)*(�SUH� ULDV\

C. reinhardtii�� +ODYQêPL� SUtþLQDPL� V~� SUtWRPQRV"� EXQNRYHM� VWHQ\� QD� SRYUFKX� ULDV

a�QLHNR�NRQiVREQH� UR]VLDKOHMãt� JHQyP� Y porovnaní s kvasinkami. Bunkovú stenu je

PRåQR� Y�V~þDVQRVWL� ~VSHãQH� RGVWUiQL"� SRPRFRX� JDPHWLFNpKR� O\WLFNpKR� HQ]êPX

DXWRO\]tQX�� ýR� VD� WêND� JHQyPX�� SRG�D� V~þDVQêFK� SR]QDWNRY� JHQyP� C. reinhardtii

pozostáva z�SULEOLåQH� ���� 0E� XVSRULDGDQêFK� Y� ��� Yl]ERYêFK� VNXSLQiFK� �/HIHEYUH

a Siflow, 1999). Pre náš e[SHULPHQW� E\� YãDN� QHEROR� SRWUHEQp� YL]XDOL]RYD"� YãHWN\

FKURPR]yP\��VWDþt�VOHGRYD"��þL�GRãOR�N poštiepeniu a teda k zmene v oblastiach s�QLåãtPL

PROHNXORYêPL� KPRWQRV"DPL�� =�WHFKQLFNpKR� K�DGLVND� MH� WiWR�PHWyGD� RYH�D� YêKRGQHMãLD

a pri dostupnosti aparatúry aj ILQDQþQH�PHQHM�QiURþQi��1DY\ãH�E\�VD�QHPXVHOR�SRXåtYD"

UiGLRDNWtYQH�]QDþHQLH�'1$�

*HQHWLFNi�DQDOê]D�MH�WDNLVWR�MHGQRX�]�PHWyG��NWRUi�XPRå�XMH�XSUHVQL"�LQIRUPiFLH

R� YODVWQHM� JHQHWLFNHM� GHWHUPLQiFLL� � PXWDQWQpKR� ]QDNX� D� ]DUDGL"� UHSDUDþQH�GHILFLWQêFK

PXWDQWRY� GR� MHGQRWOLYêFK� UHSDUDþQêFK� GUiK�� 5HNRPELQDQþp� VWDQRYHQLH� DOHOL]PX

PXWDQWRY�VPH�URELOL�WHWUiGRYRX�DQDOê]RX��+DUULV���������.H�åH�SULHEHK�åLYRWQpKR�F\NOX

MH�SUL�SRKODYQRP�UR]PQRåRYDQt�C. reinhardtii rovnaký ako pri kvasinkách S. cerevisiae,

SRXåtYD� VD� URYQDNi� WHFKQLND� DNR� SUL� NYDVLQNiFK�� 9\ãWLHSRYDQLH� ãWDQGDUGQpKR� W\SX� SR

VNUtåHQt�GYRFK�89�FLWOLYêFK�PXWDQWRY�]QDPHQi��åH�JpQ\�QLH�V~�DOHOLFNp��1DRSDN��DN�SUL

NUtåHQt�GYRFK�PXWDQWQêFK�NPH�RY�QHY\ãWLHSXMH�ãWDQGDUGQê�W\S��JpQ\�V~�DOHOLFNp�DOHER�Y

VLOQHM� Yl]EH�� NHG\� QHPXVt� ãWDQGDUGQê� W\S� Y\ãWLHSRYD"� DQL� Y� SUtSDGH�� åH� JpQ\� QLH� V~

alelické. Preto je potrebné v prípade, kedy nevyštiepuje štandardný typ, získaný údaj
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GRSOQL"� R� YêVOHGN\� DQDOê]\� QD� ~URYQL� ]\JyW�� âWDQGDUGQê� IHQRW\S� SRWRP� GRND]XMH�� åH

SRUXFKD�RSUDY\�'1$�PXWDQWQêFK�NPH�RY�MH�VS{VREHQi�PXWiFLDPL�Y�U{]Q\FK�JpQRFK�

V�UiPFL� JHQHWLFNHM� DQDOê]\� VPH� XUþRYDOL� DOHOL]PXV� PXWDQWQêFK� NPH�RY                 

V�SUHGSRNODGDQRX�SRUXFKRX�H[Ft]QHM�UHSDUDþQHM�GUiK\��3UREOpPRP�SUL�WHWUiGRYHM�DQDOê]H

EROD� VODEi� NOtþLYRV"� D�åLYRWDVFKRSQRV"� ]\JyW� D�VSyU� UHSDUDþQH�GHILFLWQêFK� PXWDQWRY

s poruchou excíznej opravy a�Qt]ND�SiURYDFLD�VFKRSQRV"�QLHNWRUêFK�NPH�RY��1D�]iNODGH

genetickej analýzy sme dokázali v\ãWLHSRYDQLH�ãWDQGDUGQpKR�W\SX�SUL�YlþãLQH�NUtåHQt��þR

SRWYUGLOR��åH�VOHGRYDQp�JpQ\�QLH�V~�DOHOLFNp��9�SUtSDGH�NUtåHQt��SUL�NWRUêFK�VD�QHY\ãWLHSLO

štandardný typ (uvs1 x uvs371, uvs9 x uvs351, uvs12 x uvs15), bolo potrebné získaný údaj

GRSOQL"� YêVOHGNDPL� DQDOê]\� QD� ~URYQL� ]\JyW�� 3UL� NUtåHQt�uvs12 x uvs15 sme pomocou

DQDOê]\� QD� ~URYQL� ]\JyW� SRWYUGLOL� REQRYHQLH� ãWDQGDUGQpKR� IHQRW\SX� GLSORLGD�� þR

]QDPHQDOR��åH�SUL�NUtåHQêFK�NPH�RFK� LGH�R�PXWiFLH�Y� U{]Q\FK�JpQRFK��9êQLPNRX�EROL

NUtåHQLD�uvs1 x uvs371 a uvs9 x uvs351, pri ktorých sme ani pomocou analýzy na úrovni

zygót nepotvrdili obnovenie štandardného fenotypu. Na základe získaných výsledkov

P{åPH�XYDåRYD"��åH�Y�WHMWR�VNXSLQH�PXWDQWRY�LGH�R���VDPRVWDWQp�JpQ\�XUþXM~FH�FLWOLYRV"

N�89�åLDUHQLX�

9� ]ELHUNH� UHSDUDþQH�GHILFLWQêFK� PXWDQWRY�C. reinhardtii sa nachádzajú aj také

NPHQH�� NWRUp� QD� ]iNODGH� IHQRW\SRYHM� FKDUDNWHULVWLN\� QD]QDþLOL�PRåQp� SUHSRMHQLH�PHG]L

poškodením DNA a reguláciou bunkového cyklu. V��DOãHM�SUiFL�VPH�VD�SUHWR�]DPHUDOL�QD

štúdium tohto problému. Eukaryotické bunky odpovedajú na poškodenie DNA aktiváciou

opravných mechanizmov DNA a zastavením bunkového cyklu v špecifických bodoch

R]QDþRYDQêFK� DNR� NRQWUROQp� ERG\� EXQNRYpKR� F\NOX� �W]Y�� ÄFKHFNSRLQW³��� 5HJXOiFLD

bunkového cyklu v závislosti od poškodenia DNA sa v�V~þDVQRVWL� GRVWiYD� GR� SRSUHGLD

]iXMPX�� OHER� VD� SUHGSRNODGi�� åH� DM� SRUXFK\� WRKWR� SURFHVX� QDYRG]XM~� DNXPXOiFLX

QHåLDG~FLFK� ]PLHQ� '1$� D prispievajú tým k zvýšenej pravdepodobnosti vzniku

nádorových ochorení. O�G{OHåLWRVWL� ãW~GLD� UHJXOiFLH� EXQNRYpKR� F\NOX� VYHGþt� DM� IDNW�� åH

v roku 2001 bola udelená Nobelova cena za medicínu trom vedcom zaoberajúcim sa

práve touto problematikou.

'QHV� MH� Xå� ]QiPH�� åH� YH�D� JpQRY� V� N�~þRYRX� ~ORKRX� Y� UHSDUiFLL� '1$� Pi

SOHLRWURSQê� ~þLQRN� D� NRQWUROXMH� SUHSRMHQLH� YLDFHUêFK� G{OHåLWêFK� EXQNRYêFK� SURFHVRY�

Reparácia DNA je závislá od typu poškodenia a fázy bunkového cyklu, v ktorom sa
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EXQND� QDFKiG]D�� -HGQêP� ]� QDM]iYDåQHMãtFK� SRãNRGHQt� '1$� V~� GYRMUH"D]FRYp� ]ORP\

�'6%��� '6%� SUHGVWDYXM~� SRWHQFLiOQH� OHWiOQH� UL]LNR�� NWRUp� P{åH� E\"� LQGXNRYDQp

LRQL]XM~FLP� åLDUHQtP�� UiGLRPLPHWLNXM~FLPL� FKHPLNiOLDPL� �QDSU�� 006��� YR�QêPL

UDGLNiOPL� Y]QLNDM~FLPL� SRþDV� EXQNRYpKR� PHWDEROL]PX� DOHER� QLHNWRUêPL

FKHPRWHUDSHXWLNDPL� �QDSU�� EOHRP\FtQRP��� '6%� YãDN� P{åX� Y]QLND"� DM� Y� UiPFL

prirodzených bunkových procesov, akými sú napríklad miestne-špecifická rekombinácia

DOHER� UHSOLNiFLD� QD� SRãNRGHQRP� WHPSOiWH�� 3UH� EXQNX� MH� QHVPLHUQH� G{OHåLWp�� DE\

UR]SR]QDOD� D� RSUDYLOD� '6%�� SUHWRåH� QHRSUDYHQp� DOHER� QHSUHVQH� RSUDYHQp� '6%� P{åX

YLHV"�N�WUDQVORNiFLiP�D�IUDJPHQWiFLiP�FKURPR]yPRY��GHOpFLiP�D�Y�NRQHþQRP�G{VOHGNX

N� LQDNWLYiFLL� N�~þRYêFK� JpQRY� D� QiVOHGQH� N� PRåQHM� EXQNRYHM� VPUWL� DOHER� UDNRYLQH

�3DVWLQN� HW� DO��� ������� *�� Ii]D� EXQNRYpKR� F\NOX� MH� G{OHåLWi� SUH� RSUDYX� WDNêFKWR

SRãNRGHQt� Y]K�DGRP� QD� WR�� åH� SRVWUHSOLNDþQi� UHSDUiFLD� SUHELHKD� YlþãLQRX

UHNRPELQDþQêP� PHFKDQL]PRP�� NWRUê� Y\åDGXMH� KRPRORJLFNp� UH"D]FH�� 3R� UHSOLNiFLL� MH

'1$�LQIRUPiFLD�]GYRMHQi��þR�GRYR�XMH��DE\�VD�VSRPtQDQê�UHNRPELQDþQê�PHFKDQL]PXV

XVNXWRþQLO� DM� Y� KDSORLGQêFK� EXQNiFK�� 3UL� NYDVLQNiFK� S. cerevisiae je esenciálny pre

zastavenie bunkového cyklu v G2 fáze RAD9� JpQ��'{OHåLWi� IXQNFLD� VSRPtQDQpKR� JpQX

QD]QDþXMH� MHKR� SUDYGHSRGREQ~� HYROXþQ~� NRQ]HUYRYDQRV"�� NWRUi� EROD� GRNi]DQi� X

YLDFHUêFK� JpQRY� V� UHJXODþQRX� IXQNFLRX� DOHER� SOHLRWURSQêP� ~þLQNRP�� RAD9 gén S.

cerevisiae�MH�SRPHUQH�GREUH�SUHãWXGRYDQê�D�WLHå�MH�]QiP\�IHQRW\S�UDG��PXWDQWRY��NWRUê

MH�YH�PL�FKDUDNWHULVWLFNê�SUiYH�SR�SRãNRGHQt�'1$�LRQL]XM~FLP�åLDUHQtP��.H�åH�EXQN\

rad9 majú mutáciu v géne, ktorý je zodpovedný za zastavenie bunkového cyklu, po

poškodení DNA prechádzajú do mitotického delenia bez zastavenia, ktoré je potrebné na

MHM� UHSDUiFLX�� JHQHWLFNi� LQIRUPiFLD� QLH� MH� FHOLVWYi� D� EXQN\� SR� QLHNR�NêFK� GHOHQLDFK

RGXPLHUDM~�� 9êVOHGNRP� MH� WYRUED� PLNURNROyQLt�� NWRUp� REVDKXM~� OHQ� QLHNR�NR� EXQLHN

SRG�D�]iYDåQRVWL�SRãNRGHQLD��:HLQHUW�D�+DUWZHOO��������

Pri riasach C. reinhardtii� VD� SRGDULOR� L]RORYD"� PXWDQWD�� R]QDþHQpKR�uvs11,  pri

NWRURP�VD�Y�SRURYQDQt� VR� ãWDQGDUGQêP� W\SRP�]LVWLOD� ]YêãHQi� FLWOLYRV"� QD�89�åLDUHQLH�

MNNG a takisto aj zvýšená frekvencia priamych mutácií vedúcich k rezistencii na

VWUHSWRP\FtQ��9OþHN�HW�DO���������0LDGRNRYi�HW�DO����������3UL�PLNURVNRSLFNRP�KRGQRWHQt

OHWiOQHKR� ~þLQNX� 89�åLDUHQLD� Y\ND]RYDO� NPH�� uvs11 významné zvýšenie frekvencie

buniek odumierajúcich po jednom alebo viacerých deleniach v porovnaní so štandardným
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W\SRP�DOHER�LQêPL�89�FLWOLYêPL�NPH�PL��9OþHN�HW�DO����������3RGVWDWD�SRUXFK\�PXWiFLH

uvs11�]DWLD��QLH�MH�]QiPD��DYãDN�QD�]iNODGH�GRWHUDMãtFK�YêVOHGNRY��IHQRW\SRYê�SUHMDY�SR

pôVREHQt� 89�åLDUHQLD� D� 011*�� WYRUED� PLNURNROyQLt�� P{åPH� SUHGSRNODGD"� MHM

SRGREQRV"�V�rad9 mutáciou v kvasinkách S. cerevisiae.

.H�åH�Y�OLWHUDW~UH�MH�PiOR�]PLHQRN�R�SRURYQDQt�]iNODGQêFK�EXQNRYêFK�SURFHVRY

PHG]L� KHWHURWURIQêPL� D� IRWRDXWRWURIQêPL� PLNURRUJDQL]PDPL�� FLH�RP� QDãHM� SUiFH� EROR

SUiYH� K�DGDQLH� PRåQêFK� VSRORþQêFK� ]QDNRY� PHG]L� VSRPHQXWêPL� PXWDQWDPL�

1HSUtWRPQRV"� Rad9� SURWHtQX� PRåQR� QDKUDGL"� SULGDQtP� PLNURWXEXORYpKR� MHGX� 0%&�

ktorý spôsobuje reverzibilné zablokovanie bunkového cyklu v G2 fáze a tým poskytne

EXQNH�þDV�QD�RSUDYX�SUtSDGQêFK�SRãNRGHQt�'1$�SUHG� MHM�YVWXSRP�GR�PLWy]\� �:HLQHUW

a Hartwell, 1988).

Na zastavenie bunkového cyklu pomocou MBC pri riasach C. reinhardtii sme

Y]K�DGRP�QD�GOKãLX�GREX� WUYDQLD�EXQNRYpKR�F\NOX�����KRGtQ��RSURWL�NYDVLQNiP�PXVHOL

PRGLILNRYD"�PHWRGLNX�RYSO\YQHQLD�0%&��3UL� ULDVDFK� VPH�SRXåtYDOL� WURMQiVREQH�Y\ããLX

NRQFHQWUiFLX� 0%&�� NWRUê� VPH� QHFKDOL� S{VREL"� ��� ±� ��� KRGtQ� SUHG� VDPRWQêP

RYSO\Y�RYDQtP�� 3UL�S. cerevisiae MBC zastavuje bunkový cyklus v neskorej G2 fáze,

tesne pred vstupom do mitózy. G2 fáza C. reinhardtii� MH� V~þDV"RX� UDVWRYHM� Ii]\�� NWRUi

predchádza replikáciu a je závislá od svetla ako hlavného zdroja energie (Šetlík

D� =DFKOHGHU�� ������� 1D� ]iNODGH� QDãLFK� SR]RURYDQt� VPH� XUþLOL� þDVRYê� LQWHUYDO� SUH

HIHNWtYQX�DSOLNiFLX�0%&�PHG]L���Då���KRGLQRX�VYHWHOQHM�SHULyG\��SUL�VYHWHOQRP�UHåLPH

�������9� WRPWR�REGREt�EXQND� ULDV\�SUHFKiG]D� VpULRX� LQGXNþQêFK�ERGRY� D� UR]KRGXMH� VD

R� QDVOHGXM~FLFK� GHOHQLDFK� �âHWOtN� D� =DFKOHGHU�� ������� 1HVNRUãLH� SULGDQLH� 0%&� Xå

QH]DEUiQLOR�PLWy]H��R�þRP�VYHGþt�DM�SUtWRPQRV"�YLDFMDGURYêFK�EXQLHN�SUL�IOXRUHVFHQþQHM

mikroskopii.

9� QDãLFK� H[SHULPHQWRFK� VPH� SR]RURYDOL� ]YêãHQ~� FLWOLYRV"� RERFK� VOHGRYDQêFK

PXWDQWRY�SR�S{VREHQt�89��;�åLDUHQLD� DM�006��=DVWDYHQLH� EXQNRYpKR� F\NOX� SRPRFRX

0%&�YLHGOR�N�]OHSãHQLX�SUHåtYDQLD�SUL�RERFK�PXWDQWRFK��SULþRP�SUL�PXWDQWQRP�NPHQL

uvs11 VD� SUHåtYDQLH� ]OHSãLOR� Då� QD� ~URYH�� ãWDQGDUGQpKR� W\SX� SR� S{VREHQt� 89� DM� ;�

åLDUHQLD��1LåãLD�FLWOLYRV"�ULDVRYêFK�NPH�RY�N�89�åLDUHQLX��Y�SRURYQDQt�V�NYDVLQNDPL��MH

Y\VYHWOLWH�Qi� IRWRDXWRWURIQêP� VS{VRERP� åLYRWD�� NGH� SRãNRGHQLH�89� VYHWORP�PXVt� E\"

RSUDYLWH�Qp� FHORX� ãNiORX� UHSDUDþQêFK� GUiK�� =YêãHQp� SUHåtYDQLH� SR� S{VREHQt� 89� SUL
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mutantovi uvs11�Y�SRURYQDQt�V�YêVOHGNDPL�]tVNDQêPL�9OþNRP��9OþHN�HW�DO���������EROR

spôsobené odlišnými podmienkami pokusu. V dôsledku aplikácie MBC sme kultúry

RåDURYDOL� Y� WHNXWRP� PpGLX�� NHG\� VD� SUHMDYXMH� Xå� Y\ããLH� VSRPtQDQê� /+5� HIHNW�� NWRUê

YHGLH�N�]OHSãHQLX�SUHåtYDQLD�

3UHåtYDQLH�uvs11 mutanta, so zablokovaným bunkovým cyklom pomocou MBC,

VD� ]OHSãLOR� DM� SR� S{VREHQt�006�� DYãDN� QHYUiWLOR� VD� Då� QD� ~URYH�� ãWDQGDUGQpKR� NPH�D

DNR�WRPX�EROR�SUL�89�D�;�åLDUHQt�

3UL� NYDVLQNiFK� VD�Y�SUtSDGH�89�D�;�åLDUHQLD� þLDVWRþQH� ]OHSãLOR�SUHåtYDQLH� rad9

PXWDQWD� RYSO\YQHQpKR� 0%&�� QLNG\� YãDN� QHGRVLDKOR� ~URYH�� ãWDQGDUGQpKR� NPH�D�

Na rozdiel od uvs11 mutanta  C. reinhardtii, po ovplyvnení MMS rad9 nereagoval na

]DVWDYHQLH�EXQNRYpKR�F\NOX��W�M��SUHåtYDQLH�VD�Y{EHF�QH]PHQLOR�Y�SRURYQDQt�V�YDULDQWRP

rad9� EH]� RYSO\YQHQLD� 0%&�� 7LHWR� UR]GLHO\� SRXND]XM~� QD� RGOLãQ~� UHSDUDþQ~� VWUDWpJLX

heterotrofných a fotoautotrofných mikroorganizmov pri oprave poškodení DNA

VS{VREHQêFK�006��006�DNR�DON\ODþQi�OiWND�LQGXNXMH�ãLURNp�VSHNWUXP�'1$�SRãNRGHQt�

NWRUp�P{åX�E\"� UR]SR]QDQp�YLDFHUêPL�UHSDUDþQêPL�GUiKDPL��NWRUp�S{VRELD�Y�UR]OLþQêFK

ãWiGLDFK�EXQNRYpKR�F\NOX��-H�SUHWR�PRåQp��åH���KRGLQRYp�]DVWDYHQLH�EXQNRYpKR�F\NOX�SR

RYSO\YQHQt� EXQLHN� 006� QHSRVWDþXMH� QD� HIHNWtYQX� RSUDYX� 006� LQGXNRYDQêFK

poškodení.

0%&� SR� ]DVWDYHQt� EXQNRYpKR� F\NOX� SRVN\WQH� þDV� SUH� RSUDYX� '1$�� NWRUi� MH

]QHPRåQHQi� SUL� SRUXFKH� EXQNRYpKR� F\NOX�� þR� VD� SRWYUGLOR� DM� SUL� PLNURVNRSLFNRP

SR]RURYDQt� EXQLHN� SR� RYSO\YQHQt� LRQL]XM~FLP� åLDUHQtP�� 3UL� ULDVDFK� C. reinhardtii je

XND]XM~FLP�]QDNRP�Y� WRPWR�SUtSDGH�SRPHU�PQRåVWYD�EXQLHN�RGXPUHWêFK�SUHG�GHOHQtP

D� SR� GHOHQt� EXQN\��0LNURNROyQLH� P�WY\FK� EXQLHN� V~� SUL�  C. reinhardtii � YH�PL� GREUH

KRGQRWLWH�Qp�VYHWHOQêP�PLNURVNRSRP��%XQN\�uvs11 mutanta vytvárajú mikrokolónie po

RYSO\YQHQt� 89�� ;�� åLDUHQtP� DM� 006� V� RYH�D� Y\ããRX� IUHNYHQFLRX� DNR� EXQN\

ãWDQGDUGQpKR�NPH�D��3R�RYSO\YQHQt�0%&�VD�SRGLHO�EXQLHN�RGXPLHUDM~FLFK�SR�GHOHQt�SUL

mutantnom kmeni uvs11 UiGRYR� ]QtåLO�� URYQDNR� DNR� SUL� rad9 kmeni S. cerevisiae

(Weinert a Hartwell, 1988; Weinert a Hartwell, 1990).

=� QDãLFK� YêVOHGNRY� Y\SOêYD�� åH� SUL� RERFK� ãWXGRYDQêFK� PXWDQWRFK� ]DVWDYHQLH

EXQNRYpKR�F\NOX�SRVN\WQH�þDV�QD�RSUDYX�'1$��7LHWR�YêVOHGN\�SRWYUG]XM~�QHY\KQXWQRV"

zablokovania bunkového cyklu pre kompletnú a efektívnu opravu poškodení DNA, ako aj



Diskusia                                                                                                                                                         104

SUHGSRNODGDQ~�SUtWRPQRV"�NRQWUROQpKR�ERGX�X�ULDV��NWRUê�E\�ERO�DQDORJLFNê�*��Ii]QHPX

bodu pri S. cerevisiae. Zastavenie bunkového cyklu pomocou MBC však

QHNRPSOHPHQWXMH�SUDYGHSRGREQ~�UHJXODþQ~�IXQNFLX�WêFKWR�JpQRY�

=� SUH]HQWRYDQêFK� YêVOHGNRY� MH� PRåQp� SUHGSRNODGD"� DQDOyJLX� UVS11 génu

C. reinhardtii s kvasinkovým RAD9� JpQRP�� 6SUiYQRV"� QDãLFK� SUHGSRNODGRY� P{åPH

RYHUL"��UHVS��Y\YUiWL"��NRPSOHPHQWiFLRX�GHIHNWX�uvs11�PXWDQWD�IXQNþQêP�RAD9 génom.

Nevyhnutnou podmienkou je však zavedenie metódy pre úspešnú transformáciu

jadrového genómu pri C. reinhardtii�� 7UDQVIRUPDþQi� WHFKQLND� MH� Y� V~þDVQRVWL� EHåQH

Y\XåtYDQi� Y� WDNPHU� NDåGRP� JHQHWLFNRP� D� PROHNXOiUQRP� YêVNXPH� D� QD� U{]Q\FK

PRGHORYêFK�RUJDQL]PRFK��RG�EDNWpULt�Då�SR�HXNDU\RWLFNp�UDVWOLQQp�D�åLYRþtãQH�GUXK\�

Doteraz  boli vyvinuté tri rôzne metódy na transformáciu C. reinhardtii –

bombardovanie buniek wolfrámovými partikulami, elektroporácia a transformácia

SRPRFRX� VNOHQêFK� JXOLþLHN� D� SRO\HW\OpQJO\NROX� �3(*��� .H�åH� SUYp� GYH� VSRPtQDQp

PHWyG\�Y\åDGXM~�ãSHFLiOQH��ILQDQþQH�QiNODGQp��WHFKQLFNp�Y\EDYHQLH��UR]KRGOL�VPH�VD�QD

zavedenie DNA do buniek C. reinhardtii� Y\XåL"� PHWyGX� Y\XåtYDM~FX� VNOHQp� JXOLþN\

a PEG.

ÒVSHãQRV"� WUDQVIRUPDþQêFK� SRNXVRY�C. reinhardtii súvisí s výberom vhodného

VHOHNþQpKR� PDUNHUD�� 9\XåtYDM~� VD� JpQ\� V� �DKNR� VHOHNWRYDWH�QêP� IHQRW\SRP�

MHGQR]QDþQH�RGOtãLWH�QêP�RG�QHWUDQVIRUPRYDQêFK�EXQLHN��3UH�QDãX�SUiFX�VPH�VL�Y\EUDOL

JpQ� $5*����� NyGXM~FL� DUJLQtQVXNFLQiW� O\i]X�� 9êKRGD� WRKWR� PDUNHUD� VSRþtYD

v jednoduchej selekcii transformantov na minimálnom médiu a v extrémnej stabilite

mutácie arg7 v auxotrofných mutantoch C. reinhardtii,  s doteraz nedetekovanou

spontánnou reverziou (Gumpel et al., 1994). Z Oddelenia molekulárnej biológie

8QLYHU]LW\� Y� äHQHYH� VPH� ]tVNDOL� EDNWHULiOQ\� NPH��� NWRUê� REVDKRYDO� SOD]PLG� QHV~FL

ARG7 gén C. reinhardtii D�WDNWLHå�SUtVOXãQpKR�PXWDQWD�C. reinhardtii, ktorého defekt je

komplementovaný génom nachádzajúcim sa na plazmide.

1DPL� ]YROHQi� PHWyGD� VL� Y\åDGXMH� SUiFX� V� EXQNDPL� EH]� EXQNRYHM� VWHQ\�

1HSUtWRPQRV"� EXQNRYHM� VWHQ\� PRåQR� ]DEH]SHþL"� GYRPD� VS{VREPL� ±� SRXåLWtP

genetického mutanta alebo odstránením bunkovej steny pomocou gametického lytického

HQ]êPX�DXWRO\]tQX��9�SUYRP�SUtSDGH�LGH�R�NPH��cw15, ktorému chýba centrálny triplet –

YUVW\�9��Då�9��EXQNRYHM�VWHQ\��+DUULV���������1HYêKRGRX�WRKWR�NPH�D�MH��åH�MH�þDVWHMãLH
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QDSiGDQê� EDNWHULiOQRX� LQIHNFLRX� D� MHKR� UDVW� MH� VSRPDOHQê� RSURWL� LQêP� NPH�RP�� 1D

GRVLDKQXWLH� ORJDULWPLFNHM� Ii]\� UDVW�� SRWUHEQHM� SUH� ~VSHãQRV"� WUDQVIRUPiFLH�� VPH�PXVHOL

SUHG�åL"�NXOWLYiFLX�Då�QD���GQL�RSURWL���G�RP�SUL�ãWDQGDUGQRP�NPHQL�D�LQêFK�PXWDQWRFK

V� EXQNRYRX� VWHQRX�� 3UL� NPH�RFK� V� LQWDNWQRX� EXQNRYRX� VWHQRX� �Y� QDãRP� SUtSDGH� cc51,

ktorý nesie arg7� PXWiFLX�� VPH� EXQNRY~� VWHQX� QDWUiYLOL� DXWRO\]tQRP� D� LKQH�

WUDQVIRUPRYDOL�� ,]ROiFLD� D� SRXåLWLH� DXWRO\]tQX� MH� YH�PL� MHGQRGXFKp� D� SULWRP� ~þLQQp�

0RåQR�KR�SRXåL"�DM�SUL�LQêFK�PHWyGDFK��NWRUp�WLHå�Y\åDGXM~�RGVWUiQHQLH�SHYQHM�EXQNRYHM

steny rias, napr. pri metóde pulznej gélovej elektroforézy.

6� WDNWR� SULSUDYHQêPL� NPH�PL� �EH]� EXQNRYHM� VWHQ\�� VD� QiP�SRGDULOR� XVNXWRþQL"

transformáciu jadrového genómu jednobunkovej zelenej riasy C. reinhardtii. Zistili sme,

åH� QD� ~þLQQRV"� WUDQVIRUPiFLH� YSOêYD� YLDFHUR� SDUDPHWURY�� þLVWRWD� SOD]PLGRYHM� '1$�

NRQFHQWUiFLD� D�PROHNXORYi� KPRWQRV"� SRO\HW\OpQJO\NROX�� JHQRW\S� UHFLSLHQWQpKR� NPH�D�

þDV�RYSO\YQHQLD�

0HFKDQL]PXV�~þLQNX�SRO\HW\OpQJO\NROX�GRWHUD]�QLH�MH�Y\VYHWOHQê��'XQDKD\�]LVWLO�

åH� � ~SOQi� DEVHQFLD� SRO\HW\OpQJO\NROX� VS{VREXMH� SRNOHV� SUHåtYDQLD� R� ��� ±� ����� RSURWL

kontrole (Dunahay, 1993). Na efektivitu transformácie vplývala nielen koncentrácia PEG-

X��DOH�DM�MHKR�PROHNXORYi�KPRWQRV"��SULþRP�QDMY\ããt�SRþHW�WUDQVIRUPDQWRY�VPH�]tVNDOL�SUL

SRXåLWt�3(*�X�V�PROHNXORYRX�KPRWQRV"RX������

9ê]QDPQêP� IDNWRURP�� NWRUê� RYSO\Y�RYDO� HIHNWLYLWX� NRQFHQWUiFLH�� EROD� þLVWRWD

SRXåLWHM� S'1$��9� H[SHULPHQWRFK� VPH� SUDFRYDOL� V� WURPD� YDULDQWDPL�� 3UYê� YDULDQW� VPH

získali od Prof. Rochaixa z Univerzity v�äHQHYH�� �DOãLH� GYD� YDULDQW\� VPH� L]RORYDOL

z�EDNWHULiOQHKR�NPH�D�E. coli XL1-Blue  a navzájom sa líšili spôsobom izolácie, jeden bol

L]RORYDQê� SRPRFRX� NRPHUþQpKR� NLWX� Ä+LJK� 3XUH� 3ODVPLG� ,VRODWLRQ� .LW³� �%RHKULQJHU

0DQQKHLP�� D� GUXKê� VPH� L]RORYDOL� PHWyGRX� SRG�D� 0DQLDWLV� HW� DO�� �������� 1DMOHSãLH

YêVOHGN\� VPH�� SRG�D� RþDNiYDQLD�� ]tVNDOL� SUL� SRXåLWt� S'1$� L]RORYDQHM� SRPRFRX

NRPHUþQpKR� NLWX�� QDRSDN� QDMVODEãLH� V� SRXåLWtP� S'1$� L]RORYDQHM� NODVLFNêP� VS{VRERP

SRG�D�0DQLDWLV�HW�DO���������

1DãH� H[SHULPHQW\� EROL� ]DPHUDQp� QD� ]DYHGHQLH� ~VSHãQHM� WUDQVIRUPDþQHM�PHWyG\�

DE\�VPH�PRKOL�SRNUDþRYD"�Y�GHWDLOQHMãRP�ãW~GLX� UHSDUDþQH�GHILFLWQêFK�PXWDQWRY��3UHWR

sme sa sústredili len na jednoduché nepriame dôkazy selekcie transformantov.

Potenciálne transformanty sme preniesli na nové selektívne médium bez arginínu,
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QD�NWRURP�RSl"�Y\UiVWOL�YãHWN\�SUHRþNRYDQp�NROyQLH��5RYQDNp�QHSULDPH�G{ND]\�SRXåLOL

YR� VYRMHM� SUiFL� DM� 0D\ILHO� D� .LQGOH� �������� 9� EXG~FQRVWL�� SUL� NRQNUpWQRP� SRXåLWt

WUDQVIRUPDþQHM� PHWyG\� SUL� ãW~GLX� UHSDUDþQêFK� PXWDQWRY�� EXGH� SRWUHEQp� WUDQVIRUPDQW\

SRGUREL"� GHWDLOQHM� PROHNXOiUQHM� DQDOê]H� �QDSU�� 3&5��� DE\� VPH� RYHULOL� SUtWRPQRV"

vnášanej sekvencie.

9�V~þDVQRVWL� MH�SUL� ULDVDFK�SULSUDYHQê�GYRMLWê�PXWDQW�uvs11 arg7.8��7HQWR�NPH�

EXGH� PRåQp� SRXåL"� QD� NRPSOHPHQWiFLX� uvs11 mutácie RAD9 génom. Existencia

JHQyPRYHM�D�F'1$�NQLåQLFH�E\�WLHå�XPRåQLOD�L]RORYD"�QLHOHQ�UVS11��DOH�DM��DOãLH�JpQ\

SRPRFRX� NRPSOHPHQWiFLH� MHGQRWOLYêFK� PXWDQWQêFK� IHQRW\SRY�� � 9� V~þDVQRVWL� V~

N� GLVSR]tFLL� JHQyPRYp� NQLåQLFH� Y� NR]PLGRFK� D� NYDVLQNRYêFK� XPHOêFK� FKURPR]yPRFK

�<$&���F'1$�NQLåQLFD�Y�λ�IiJX�D�W]Y��LQGH[RYi�NR]PLGRYi�NQLåQLFD��3XUWRQ�D�5RFKDL[�

1994; Zhang et al., 1994; Infante et al., 1995). Podmienkou však zostáva vysoká

WUDQVIRUPDþQi�~þLQQRV"��NWRUi�VD�SUL�ULDVDFK�C. reinhardtii�RG�SRþLDWNX�YêVNXPRY�Y�WHMWR

REODVWL�]YêãLOD��DOH�VWiOH�QHGRVDKXMH�~URYH��IUHNYHQFLH�WUDQVIRUPiFLH�X�LQêFK�RUJDQL]PRY

(napr. E.coli�D�NYDVLQLHN���-H�SUHWR�SRWUHEQp�SRNUDþRYD"�Y� LQWHQ]tYQRP�YêVNXPH�Y� WHMWR

oblasti.

âW~GLXP� Y� REODVWL� UHSDUDþQêFK� PHFKDQL]PRY� '1$� SUL� MHGQREXQNRYHM� ]HOHQHM� ULDVH

C. reinhardtii neustále napreduje. Niektoré gény zapojené do opravy DNA boli na

základe klasických genetických metód mapované a charakterizované. Pomocou metód

molekulárnej biológie aplikovaných na tento modelový organizmus bude v budúcnosti

PRåQp�]LVWL"�SURGXNW\�WêFKWR�JpQRY�D�WDNWLHå�LFK�SUHVQ~�IXQNFLX�Y�SURFHVH�RSUDY\�'1$�

3HYQH� YHUtPH�� åH� DM� WiWR� SUiFD� SULVSHOD� N� UR]ãtUHQLX� SR]QDWNRY� R� UHSDUDþQêFK

mechanizmoch C. reinhardtii.
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Kapitola 7

Závery

• 3RURYQDQtP� SUHåtYDQLD� WHVWRYDQêFK� PXWDQWRY� D�ãWDQGDUGQpKR� NPH�D� SR� S{VREHQt

011*� VPH� ]LVWLOL�� åH� YãHWN\� WHVWRYDQp� UHSDUDþQH�GHILFLWQp� NPHQH� V~� FLWOLYHMãLH� QD

S{VREHQLH�011*�Y�SRURYQDQt�VR�ãWDQGDUGQêP�NPH�RP�

• =YêãHQi� FLWOLYRV"� N� 011*� SUL� PXWDQWRYL� uvsE1� V� SRUXFKRX� UHNRPELQDþQHM

UHSDUDþQHM� GUiK\�QD]QDþLOD�� åH� UHNRPELQDþQê� UHSDUDþQê�PHFKDQL]PXV� KUi� ~ORKX� SUL

RSUDYH�SRU~FK�VS{REHQêFK�WêPWR�DON\ODþQêP�DJHQVRP�

• 3UL� NPH�RFK�  uvs9  a uvs15�� V� SRUXFKRX� H[Ft]QHM� RSUDY\�� VPH� ]LVWOL� ]QtåHQ~

frekvenciu mutácií vedúcich k streptomycínovej rezistencii indukovaných MNNG

Y�SRURYQDQt�VR�ãWDQGDUGQêP�NPH�RP��3R]RURYDQp�]QtåHQLH�PXWDELOLW\�WêFKWR�NPH�RY

QD]QDþXMH� þLDVWRþQ~� RGOLãQRV"� YR� Y]"DKX� N� SUHVQRVWL� RSUDY\� SR� S{VREHQt� 011*

medzi fotoautotrofnými a heterotrofnými organizmami.

• 3RURYQDQtP�SUHåtYDQLD�WHVWRYDQêFK�PXWDQWRY�D�ãWDQGDUGQpKR�NPH�D�SR�S{VREHQt�;�

åLDUHQLD� VPH� ]LVWLOL�� åH� YlþãLQD� WHVWRYDQêFK� UHSDUDþQH�GHILFLWQêFK� PXWDQWRY� MH

FLWOLYHMãLD� QD� S{VREHQLH�;�åLDUHQLD� DNR� ãWDQGDUGQê� NPH��� 9êQLPNX� WYRUt� OHQ� NPH�

uvs12 s�SRUXFKRX�H[Ft]QHM�UHSDUDþQHM�GUiK\�

• =QtåHQp� SUHåtYDQLH� D� ]YêãHQp� IUHNYHQFLH� PXWiFLt� SR� S{VREHQt� ;�åLDUHQLD� RSURWL

ãWDQGDUGQpPX� NPH�X� SUL� NPH�RFK� uvsE1 a uvs10� QD]QDþXMH�� åH� SUL riasach

C. reinhardtii hrá UHNRPELQDþQi� UHSDUDþQi� GUiKD� G{OHåLW~� ~ORKX� SUL� RGVWUD�RYDQt

SRãNRGHQLD�LQGXNRYDQpKR�;��åLDUHQtP�D�åH�WiWR�UHSDUDþQi�GUiKD�MH�SUHVQi��HUURU�IUHH��
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• .PH��uvs14, pri ktorom sme zistili zvýšenú spontánnu aj indukovanú mutabilitu po

;�åLDUHQt��Y\ND]XMH�]QDN\�PXWDQWRY�V narušenou „mismatch” korekciou.

• .PH��uvs15�SDWUt�N�QDMFLWOLYHMãtP�WHVWRYDQêP�NPH�RP��V�YH�PL�Qt]NRX��SR�S{VREHQt

011*�� DOHER� åLDGQRX� �SR� S{VREHQt� ;�åLDUHQLD�� LQGXNRYDQRX� PXWDELOLWRX�� 7HQWR

NPH�� Y\ND]XMH� SRGREQRV"� V rad6 mutantom S. cerevisiae s rozhodujúcou úlohou

v mutagénnej epistatickej skupine.

• Molekulárna analýza potvrdila poruchu vo vyštiepovaní pyrimidínových dimérov

pri�NPH�RFK� uvs15 a uvs12�� þR� ]QDPHQi�� åH� LGH� R� PXWDQWRY� V� SRUXFKRX� H[Ft]QHM

opravy.

• Pri�NPH�RFK� uvs13 a uvs14 nebola potvrdená porucha vo vyštiepovaní

S\ULPLGtQRYêFK�GLPpURY��7êP�VPH�]tVNDOL�G{ND]��åH�PXWDQWQp�NPHQH�uvs13 a uvs14

QHSDWULD�GR�H[Ft]QHM�UHSDUDþQHM�GUiK\�

• Výsledky molekulárnej a PXWDþQHM� DQDOê]\� QD]QDþLOL�� åH� SUL kmeni uvs15 by mohlo

tV"�R mutáciu v géne s�SOHLRWURSQêP�~þLQNRP�

• Z výsledkov genetickej anaOê]\�Y\SOêYD��åH�Y rámci skupiny analyzovaných mutantov

LGH�SUDYGHSRGREQH�R���U{]QH�JpQ\�XUþXM~FH�FLWOLYRV"�N�89�åLDUHQLX�

• 6WDQRYLOL� VPH� YKRGQ~� NRQFHQWUiFLX� D� þDV� QD� ~þLQQ~� DSOLNiFLX� PLNURWXEXORYpKR

LQKLEtWRUD�0%&� �PHW\OEHQ]LPLGD]RO� ��\O� NDUEDPiWX�� SRþDV� EXQNRYpKR� F\NOX� ULDV\

C. reinhardtii.

• 'RNi]DOL�VPH�]YêãHQ~�FLWOLYRV"�uvs11 mutanta C. reinhardtii a potvrdili sme zvýšenú

FLWOLYRV"� rad9  mutanta S.cerevisiae popri UV- aj na pôsobenie ;�� åLDUHQLD

D�DON\ODþQHM�OiWN\�006��PHW\OPHWiQVXOIRQiW��

• 3RWYUGLOL� VPH�� åH� ]DVWDYHQLH� EXQNRYpKR� F\NOX� SRPRFRX� 0%&� YHGLH� N� ]YêãHQLX

SUHåtYDQLD�SUL�rad9 mutantovi kvasiniek S. cerevisiae�D�GRNi]DOL�VPH��åH� �zastavenie

bunkového cyklu pomocou MBC takisto vedie N� ]YêãHQLX� SUHåtYDQLD aj pri uvs11

mutantovi rias C.  reinhardtii�SR�S{VREHQt�89��;�åLDUHQLD�D�006�

• 1D�]iNODGH�NYDQWLWDWtYQHKR�XUþHQLD�SRPHUX�EXQLHN�RGXPLHUDM~FLFK�SUHG�GHOHQtP�D�SR

rozdelení pri C. reinhardtii� VPH� GRNi]DOL�� åH� ]DVWDYHQLH� EXQNRYpKR� F\NOX� SRPRFRX

0%&�YHGLH��DQDORJLFN\�V�NYDVLQNDPL��N�]QtåHQLX�SRþWX�PLNURNROyQLL�
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• Izolovali sme gametický enzým autolyzín z buniek rias C. reinhardtii a potvrdili jeho

GHJUDGDþQê�~þLQRN�QD�EXQNRY~�VWHQX.

• 8VNXWRþQLOL� VPH� WUDQVIRUPiFLX� MDGURYpKR� JHQyPX� GYRMLWpKR� PXWDQWD� arg7cw15 C.

reinhardtii SOD]PLGRP� S$5*���� QHV~FLP� IXQNþQê� JpQ� SUH� DUJLQtQVXNFLQiWO\i]X

PHWyGRX� Y\XåtYDM~FRX� VNOHQp� JXOLþN\� D� 3(*��'RVLDKOL� VPH� ~þLQQRV"� WUDQVIRUPiFLH

v rozmedzí 0,35 x 10 –6
�Då������[����

–6/bunku.

• 8VNXWRþQLOL� VPH� WUDQVIRUPiFLX� MDGURYpKR� JHQyPX� PXWDQWD� cc51 C. reinhardtii

SOD]PLGRP� S$5*���� PHWyGRX� Y\XåtYDM~FRX� VNOHQp� JXOLþN\� D� 3(*�� 'RVLDKOL� VPH

~þLQQRV"�WUDQVIRUPiFLH�Y�UR]PHG]t������[����
–6
�Då������[����

–6/bunku.

• =LVWLOL� VPH�� åH� QD� ~þLQQRV"� WUDQVIRUPiFLH� YSOêYD� YLDFHUR� SDUDPHWURY�� þLVWRWD

SOD]PLGRYHM�'1$��NRQFHQWUiFLD�D�PROHNXORYi�KPRWQRV"�SRO\HW\OpQJO\NROX��JHQRW\S

UHFLSLHQWQpKR�NPH�D��þDV�RYSO\YQHQLD�
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