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Frednét oojevu:

ks Jav spodivajici v U¥innej oprsve molskul DN u modelovych
buniek Eschericnia cecli oziarenych ultrafialovym svetlon,
kde opravae vyzaduje bielkoviny indukované v po¥kedenych
bunkdch, je neexcizna, avsek na rozdiel od SUS indukova-
nej opravy zdvisi na uvr génoch. '

2, Jav podia bodu 1 spodivajuci v tom, Ze §pecifické posko-
denie /pyrimidinovy dimer/ sa moaifikuje tek, Ze po repli-
%dcii nie Jje viac citlivé k enaonuxkledze z kicrococcus lu-

teus.

R 4 - . .
av podla bodu 1 a 2 spodivajici v tom, Ze oprave na roz-

\»
-
]

diel od SOS indukovenej opravy je presnd, tekZe nevedie
v mutdciane



/ /
Predmetom objavu je uéinnay a presnas oprava/molekul

dezoxyribonukleovej kyseliny u modelovych buniek Escherichia coli
kmeft B/r (dalej E, coli B/r), ktora vyzaduje bielkoviny indukova-
né v poskodenych bunkach ( mlec. Gén. Genet, 160, 1978, 81},
Specifické poskodenie (pyrimidinovy dimér) sa pri tom modifikuje
tak, Ze po replikdcii nie je viac citlivé k endonukledte z Micro-
coccus luteus (Biophys., J, 36, 1981, 429), Na rozdiel od induko-
vanej SOS opravy, tato oprava nevedie k mutdciam a vyzaduje nepo-
ruSené uvr (ultraviolet resistance) gény (Internat, J, Radiat,

Biol, 45, 1984, 389),

Dedigny zaklad bunky, molekula dezoxyribonukleovej kyseliny
(DNK) , sa poskodzuje faktormi vonkajdieho prostredia, predovset-
kym Zziarenim a chemickymi mutagénmi, Bunka disponuje ucinnymi
opravnymi systémami, takZe vacsina poskodeni je nasledne opra-
vena a Struktura DNK uvedend do pévodného stavu, No Cast posko-
deni, ktoré alebo ostali neopravené, alebo boli opravené nepres-
ne, vedie k zmenam jej Struktury, mutaciam,

V roku 1964 bola objavena excizna oprava, ktorej podstatou

je enzymatické vyludenie a nahradenie poskodenej casti retazca



/Setlow R, B,, Carrier W, L,: Proc, Natl, Acad. Sci. USA 81, 226
/1964//, Proces zavisi na uvrA,B,C génoch, PovaZuje sa za presny,
t.j. nevedie k mutacidm, Defektnostou jedného z uvr génov bunky
stracaju schopnost odstrafovat poskodenia exciziou, Stanu sa cit-
livé na poskodenie a opravuju ho spésobom, ktory vedie k mutaciédm,
Pévodne sa predpokladalo, Ze mutdcie vznikaju pri rekombinatnej
oprave, pri ktorej dochddza k vymene homoldgneho useku sester-
skych retazcov /Howard-Flanders P,, Rupp W, D,, Wilkins B, M,,
Cole R, S,: Cold Spring Harbor Symp. Quant, Biol. 33, 195 /1968/;
Witkin E, M,: Ann, Rev, Microbiol, 23, 487 /1969//.

V poslednych rokoch sa zistilo, Ze zdrojom mutdcii nie je re-
kombinalné oprava, ale proces dosial nie presne definovany,
sprostredkovany bielkovinami, indukovanymi v poskodenych bunkach,
Tento proces dostal nédzov SOS oprava, Bol popisany Radmanom /Rad-
man M, v knihe: Molecular Mechanisms for Repair of DNA, part A,
New York, Plenum Press 1975, 355-367/ a Witkinovou /Witkin E, M,:
Bacteriol, Rev, 40, 869 /1976// ako indukovany, zévisly na
rec-lex génoch, vysoko mufagénny,'mélo uéinny, vyznamny predo-
v8etkym pre bunky, ktoré nevedia odstrdnit poskodenia vyStiepe-
nim,

Podstatou objavu je jav spodivajici v existen-
cii U&€innej a presnej opravy molekul dezoxyribonukleovej kyseli-
ny. Oprava vyzaduje bielkoviny, indukované v poskodenej bunke.
0d SOS nepresnej indukovanej opravy, popisanej v rokoch 1872-1975,
sa 1i%i v tychto bodoch: je u&innd; je presnad; zédvisi nielen na
rec-léﬁ ale aj na uvr génoch, Je vdak neexcizna (nedochddza k

vyStiepeniu poskodenia). Zistenie bolo urobené na modeli buniek



Escherichia coli,

Dokazovy material nadvézuje na nasledujuce zistenia: a/ exciz-
nu opravu mozno potladit bez vplyvu na prezitie buniek /Sedliako-
va M,’ Masek F,, Brozmanova J,: FEBS Letters 23, 325 /1972//;

b/ poékodéﬁia; ktoré ostavaju v bunkach uvr® genotypu, nie su
mutagénne /Balgavy P,, Turek R,: Zeitschrift Naturforschung 30c,
406 /1975/; Slamefiova D,, Slezarikova V,, Masdek F,: Studia bio-
phys, 63, 83 /1977//; ¢/ uvr gény zabezpecuju vysoké préiitie
buniek, bez ohladu na to, ¢€i excizny mechanizmus je aktivny,
alebo potlateny metabolickym zdsahom /Sedliakovd M., Brozmanova
J., Slezarikova V,, Masek F,, Fandlova E,: Neoplasma 22, 361
/1975/; Sedliakovad M,, Brozmanovd J,, Masek F,, Slezarikova V.}

Photochem, Photobiol, 25, 259 /1977//.

. P
S frpotblaclstic |
Tu : "in vivo" dbékazy o existencii neexciznej opra-

vy, ktord zdvisi na uvr, rec a lex génoch; je indukovana a takmer

bezchybna,

1A. Doékaz potreby indukovanych bielkovin pre obnovu akutne poSko-

denych buniek divého typu,

Skutoénost, ze poskodené bunky potrebuji syntézu bielkovin
k obnoveniu syntézy DNK, bola davnejsie znéma, Vysvetlovala sa
potrebou konstitutivnych bielkovin pre iniciaciu noQého cyklu
replikacie DNK, &o bolo v sulade s predstavou, ze v akutne posko-
denych bunkach sa replikécia obnovi zahadjenim replikacného cyklu
/Billen D,: J, Bacteriol, 97, 1169 /1969//.

Cielom prvej skupiny pokusov bolo overit spravnost hore uve-

denej predstavy, Za tym u&elom sa bunky oZiarili dvomi davkami,



priCom medzi prvou a druhou dévkou sa syntéza bielkovin umoZ-
nila, kym po druhej davke sa inhibovala chloramfenikolom. Kon-
trolna vzorka sa oziarila iba druhou davkou a syntéza bielkovin
ihned inhibovala chloramfenikolom. Prva dévka nevyvolévala hynu-
tie buniek a oznafujeme ju ako induk&nu (IF), druhd vaésiu, ako
letédlnu (LF), Ak by bielkoviny potrebné pre obnovu boli konsti-
tutivne, neboli by medzi kontrolnou a opakovane oZiarenou vzor-
kou rozdiely, lebo po kaZdom oZiareni by sa vyZadovala ich syn-
téza pre inicidciu daldieho cyklu. Ak by poZadované bielkoviny
boli indukované, prvé davka by bunky zvyhodnila, lebo by boli
zdsobené bielkovinami syntetizovanymi v intervale medzi prvou
a druhou déavkou, Novum v naSom modeli bolo, Ze bunky pred oZia-
renim prvou dévkou boli synchronizované vo féze dokonéenych re-
plikaénych cyklov DNK, &im sa podstatne zvy$ila ich rezistencia
k Ziareniu, To umoZnilo pou2it relativne vysoku induk&nu davku
(30 J/mz). Této dévka mohla zabezpe&it indukciu éj u exciduju-
cich buniek a pritom neovplyviiovala ich Zivotaschopnost,

Obr. 1 udava preZitie buniek oZiarenych jednou dévkou (50 J/mz),
alebo dvomi déavkami (30 + 50 J/mz), kultivovanych 0-120 minuit
s chloramfenikolom pred vysiatim na platne, Ako vidiet, Zivota-
schopnost’ buniek oziarenych jednou davkou (okruhle symboly)
vyrazne poklesla po kultivécii s chloramfenikolom, Opacny efekt
sa dostavil u buniek opakovane oZiarenych (trojuholnikové sym-
boly) /Sedliakova M,, Slezarikova V,: Folia Microbiol. 22, 313
ZA9727 1/

Obr, 2 udava vplyv indukcie na celkovi syntézu DNK, Ako vi-

diet', v indukovanych bunkach (&rafované stlpce) sa syntéza DNK



rozbehla i v pritomnosti inhibitora syntézy bielkovin, chloram-
fenikolu, kym v neindukovanych bunkédch (plné stlpce) vébec nena-
S§tartovala /tamtieZ), Pridina tohto javu je zrejma z obr, 3,

z ktorého vidiet, Ze v indukovanych bunkach sa obnovila syntéza
celistvych molekul DNK normdlnej velkosti (plné symboly; Sipky
udavaju sedimentaciu celistvych molekul), kym v neindukovanych
bunkéch pokusy o syntézu koné&ili neuspes$ne /Sedliakova M,, Sle-
zéarikovad V,: Folia Microbiol, 22, 420 /1977//.

Obr, 4 udava stabilitu oZiarenej DNK, Na fiom je znadzornené,
Zze v neindukovanych bunkéch sa 70 % rodi&ovskej DNK poéas 2 hodin
kultivacie s chloramfenikolom rozpadlo (okruhle symboly), kym v
indukovanych bunkéch (trojuholnikové symboly) bola rodifovska
DNK stabilng /Sedliakova M,, Slezarikova V,, Masek F,, Brozma-
nova J,: Molec, Gen., Genet, 160, 81 /1978//,

Na obr, 5A,B sa porovnava vplyv indukcie na preZitie poskode-
nych buniek uvr+,genotypu a buniek, ktoré schopnost excidovat’
stratili v désledku defektu v uvr géne. Ako vidiet z obr, 5A,
neindukované bunky uvr” genotypu (okrihle symboly) vyrazne hy-
nuli, kym indukované bunky (trojuholnikové symboly) boli rezis-
tentné, U buniek uvr  genotypu bol éfekt indukcie nepatrny
(obr, 5B) /Sedliakova M,, Slezarikova V., Pirsel M,: Molec,

Gen, Genet, 167, 209 /1978//, Ze indukcia vyZaduje funk&né recA
a lexA gény je zrejmé z obr, 5C,D, Z neho vidiet, Ze u buniek
defektnych v tychto génoch nemd indukcia Ziadny alebo len ne-
patrny vplyv na ich prezitie,

Vysledky uvedené na obr, 1-5 prina-

Saju "in vivo" dbkazy o primarnom vyzname indukovaného procesu



pre obnovu DNK syntézy a prezitie akutne poskodenych buniek

schopnych exciznej opravy.

{B. Doékaz, Z2e v indukovanych bunkach ast dimérov ostdva neexci-

dovanych, Tieto nie su prenesené do dcérskych retazcov., Ostava-

ju "in situ" a su tolerované pri replikacii,

Z hore Qvedenych vysledkov vyplyva, Ze indukovany proces sa
v plnej miere prejavi v bunkach, ktoré maju intaktné uvr gény,
O tychto génoch je zndme, Ze kontroluju prvy ktok excizie, t.j.
nastiepenie jednoduchého ret'azca v blizkosti poskodenia, Cielom
dalSej etapy bolo zistit, ako tieto gény pdsobia v indukovanych
bunkéch.

Cooper a Hanawalt /Cooper P,, Hanawalt P, C,:; J, Mol, Biol,
67, 1 /1972// zistili, Ze medzery po vysStiepenych diméroch sa
vypliuju kratkymi a dlhymi zdplatami, KedZe dlhé zaplaty vyZa-
duju GEast rec-lex génov, uvazovalo sa, Ze u excizie schopnych
buniek by sa indukcia mohla uplatfiovat pri syntéze dlhych za-
plat, €o by umoZnilo uUplnejsiu elimindciu poskodeni, Skorsie
/Swenson P,, Setlow R, B,: J, Mol, Biol, 15, 201 /1966// i
sutasné Udaje vSak dokazuju, Ze uU€innad excizia nevyZaduje "de
novo"” protein syntézu, Naviac, nade predo$lé vysledky sved&ili
o tom, 2e v opakovane poskodenych bunkach (kde prvé poskodenie
mohlo navodit indukciu) sa excidovalo podstatne menej dimérov
ako v bunkach poskodenych len raz.

Vplyv indukcie na aktivitu exciznej opravy jé demonst rovany
na obr, 6, Ako vidiet, v bunkach raz poskodenych a kultivova-

nych bez chloramfenikolu (okruhle symboly) bola excizia uplna,



Avsak v bunkach oziarenych dvomi davkami a kultivovanych bez chlo-
ramfenikolu (prézdne trojuholniky) bola excizia dimérov v?razne
inhibovana /Sedliakova M,, Slezéarikova V,, Masdek F,, Bfozmanové
J.: Molec, Gen, Genet, 160, 81 71978//.

Z vysledkov uvedenych na obr, 6 bolo moZné dedukovat, Ze biel-
koviny, indukované prvou davkou, viedli po druhej davke k obnove-
niu DNK syntézy prv, ako sa poskodenia vystiepili, Skoér ako sa
vyvodil tento zaver, bolo nutné podat rad pomerne zlozitych déka-
zov, ktoré vyludovali alternativne moZnosti, menovite:

a) dékaz, Ze diméry nezostali vo frakcii mrtvych buniek, ktoré
po oziareni nereplikovali molekulu DNk. K tomu bolo treba denzitne
odligit DNK syntetizovanu do oZ2iarenia (HH DNK) od DNK syntetizo-
vanej po oziareni (HL DNK), oba typy separovat gradientovou centri-
fugéciou a diméry v nich stanovit osobitne, Separadcia DNK je zna-
zornend na obr, 8A dole. Udava distribuciu DNK nereplikovanej
(HH), raz replikovanej (HL) a opakovane replikovanej (LL)., Oblas-
ti gradientu HH a HL sa izolovali a stanovili sa v nich diméry,
Obr, 7 udava, aké percenta dimérov ostavali v DNK, ktora nerepli-
kovala (stlpec II) a DNK raz replikovanej (stlpec III), Ako vidiet,
hladiny perzistujidcich dimérov v oboch typoch DNK boli podobné
/Sedliakova M,, Brozmanovad J,, MaSek F., Kleibl K,: Biophys, 3;
36, 429 /1981//,

b) dékaz, Z2e diméry ostali "in situ" a neboli prenesené do
dcérskej DNK ani selektivne (t.j. s malym poltom monomérov),
ani neselektivne (t,j. s velkym po&tom monomérov)., Dékaz sa za-

kladad na principe, Ze pri selektivnom prenose by po kazdej repli-



kécii hladina dimérov v pévodnom rodi&ovskom retazci poklesla,
kym neselektivny prenos by sa prejavil vysokym obsahom radio-
aktivne znafenej rodifovskej DNK v dcérskych retazcoch, Udajmi,
uvedenymi na obr, 7, sa vylu&ila prvéa moznost, Udaje na obr, 8B
vylu€ili druhd moZnost /tamtieZ/,
Vysledky dbkumentované na obr, 6-8

Prinééaju dékaz, Ze v indukovanych bunkach divého typu sa uvédza
do chodu neexcizny mechanizmus, ktory im umoZni tolerovat velké

poty poskodeni,

2., Dékaz, Z?e endonukledza z buniek Micrococcus luteus rozliduje

iba diméry v nereplikovanej DNK,

UV endonukledza izolovanad z Micrococcus luteus (M, luteus)
vie rozlidit' pyrimidinovy dimér v dvojretazcovej molekule DNK
a zaviest zlom fosfodiesterovej kostry jednoduchého retazca v
mieste diméru, Tym DNK, obsahujica diméry, spracovand s endonu-
kledzou a nasledne denaturovand, sa rozpadne na useky, ktorych
dlzka z4avisi na frekvencii vyskytu dimérov, Na principe dékazu
miest citlivych k endonukledze sa zakladd jedna z metdd stanove-
nia dimérov,

Ako vidiet z obr, SA, DNK oZiarenych buniek obsahovala bez-
prostredne po oZiareni velky podet Es miest (miest citlivych k
endonukledze; Sipka udéva polohu molekil bez Es miest). Tento
poéet bol zhruba rovnaky vo vzorke oziarenej jednou davkou (pre-
ruSovand &iara) i dvomi déavkami (okruhle symboly), To dokazovalo,
ze enzym s rovnakou ulinnostou rozlisuje diméry v oboch typoch

buniek, Rozdiely sa prejavili vo vzorkach odobratych 2 hodiny
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po oziareni, Ako vidiet na obr, 9B, Es miesta vymizli z DNK raz
oZziarenych buniek (prerudovana &iara), kym DNK opakovane oZiare-
nych buniek obsahovala 2 frakcie, Jednu bez Es miest, druhu s
vysokym obsahom Es miest, Dcérska DNK (syntetizovand po ozZiare-
ni) bola v oboch pripadoch bez Es miest (obr, 10) /tamtieZ/.

Aby sa zistila povaha dvoch frakcii rodi&ovskej DNK, separo-
vala sa DNK, ktora po oziareni ostala nereplikovana (HH DNK) od
DNK replikovanej kHL DNK). Z oblasti gradientu vyznalenych na
obr, 11A sa izolovala DNK a Es miesta sa v nej.stanovili sepa-
ratne, K Casti replikovanej i nereplikovanej DNKsa pridala en-
donukledza, druhd cast bola bez endonukledzy, Ako vidiet, z
grafu 11B, nereplikovanad (HH) DNK obsahovala Es miesta, lebo
pridand endonukledza (plné symboly) zaviedla zlomy do jej re-
tazcov, V replikovanej (HL) DNK sa pritomnost zlomov nezazname-
nala /tamtieZ/.

Vysledky uvedené na obr, 9-11
prinasaju dokaz, ze v indukovanych bunkach schopnych excizie
sa diméry tolerované pri replikdcii modifikuju tak, Ze nie su

viac substrétom pre UV endonukledzu z M, luteus,

). Dokaz, Ze uvr gény umoZfiuju tolerovat velky podet dimérov

nenmutagénnym spbésobom,

Podla vSeobecne uznavanej predstavy, neexcidovany dimeér je
mutagénnejsi ako dimér excidovany., Skutoénost, Ze bunky schopné
excizie opravia poskodenie takmer bezphybne, sa vysvetluje u€in-
nou elimindciou pomocou excizie, AvSak z ddékazového materialu

prezentovaného v tomto spise je zrejmé, Ze v opakovane poskode-



nych bunkach uvr’ genotypu velka Cast dimérov ostava nevysStie-
penych a toleruje sa pri replikacii,

Cielom poslednej skupiny experimentov bolo zistit, ¢i diméry
perzistované v bunkach uvr® genotypu su rovnako mutagénne ako
diméry perzistované'v bunkach, ktoré stratili schopnost excizie
pre defektnost uvr génov, Za tym ulelom sa uvrt bunky oZziarili
induké&nou dévkou a tym sa v nich inhiboval excizny mechanizmus,
Bunky oboch typov (uvr+ i uvr’) sa potom oziarili davkami, po
ktorych v nich perzistovalo rovnaké mnoZstvo dimérov a stanovi-
la sa frekvencie ich mutacii, (Frekvencie mutacii su vyjadrené
poétom mutdcii na 107 prezivajucich buniek,)

Z obr, 12-13 vidiet, Ze diméry perzistujuce v bunkéch s de-
fektnym uvr génom podmienili podstatne vys$$i vyskyt mutacii
(plné symboly) ako diméry perzistujuce v bunkéch divého typu
(prézdne symboly). To sa vztahuje tak na supresorové (obr, 12)
ako aj na pravé mutacie (obr, 13)/Pirdel M,, Bencova M,, MaSek
F., Sedliakova M,: Int, J, Radiat, Biol, 45, 389 /1984//. Ze
diméry sa v oboch typoch. buniek toleruju odlidnym spdsobom, je
vidiet z obr, 14 /tamtieZ/, ktory dokumentuje odlisSné preZitie
buniek uvr® (prézdne symboly) a uvr™ (plné symboly) genotypu,
pri rovnakych po&toch perzistujiucich dimérov.

Vysledky uvedené na obr, 12-14
prinasaju dékaz, Ze uvr gény indukovanych buniek zaistuju pres-
né tolerovanie neexcidovanych poskodeni,

V predchadzajucej &asti sa prezentuje uceleny "in vivo™
dokaz neexcizneho spésobu opravy molekul DNK, v ktorom vyznam;

nG ulohu hraju uvr gény. O uvr génoch sa predpokladalo, Ze ich
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jedinou funkciou je kontrola &innosti UV endonukleazy, ktora
zahajuje exciznu opravu nastiepenim fosfodiesterovej kostry jed-
noduchého retazca molekuly DNK, Uvedené vysledky dokazuju, Ze
uvr gény maju najmenej dve alternativne funkcie. T4to predstava
bola prvy krégivysloyené v roku 1973 /Sedliakovd M, : Studia
biophys. 36/37, 59 /1973// a postupne experimentalne overovana.

V poslednych rokoch sa v inych laboratodriach ziskali dva dé-
lezité poznatky, ktoré svediia o zvld3tnej regulécii uvr génov
a o ich alternativnej funkcii v indukovanych bunkéch, Su nasle-
dovné:

a) Zistilo sa, Ze uvr gény maju dve formy vyjadrenia: kondti-
tutivnu a indukovanu, U uvrA génu rozdiel medzi obomi formami je
kvantitativny, U uvrB génu je tento rozdiel kvalitativny, lebo
obsahuje rézne indukovatelné promdtory /Sancar A., Sancar G, B,,
Rupp W, D,: Nature 248, §6 /1982/; Sancar G. B,, Sancar A,,
Little J, W,, Rupp W, D,: Cell 28, 523 /1982//. KedZe excizna
oprava nevyzaduje indukciu, indukované uvr gény by mohli zabez-
peovat neexciznu opravu, dékaz existencie ktorej bol podany v
tomto spise,

b) Zistilo sa, Ze nadtiepenie retazca pri zahdjeni excizie
diméru mbéZe prebiehat dvojstupifiovo a to rozdtiepenim jednej z
oboch N-glykozidickych vazieb diméru a naslednym Stiepenim fosfo-
diesterovej vézby enzymom, ktory rozlis$i apyrimidinové miesto.
Bol vysloveny predpoklad, Ze uvolnenie jednej badzy diméru by
ulah&ilo rep{ikéc;u poSkodeného retazca a mohlo by sprostredko-

ara :
vat ndfifpopisany neexcizny mechanizmus opravy /Friedberg E, C, .

DNA Repair, New York, Freeman and co, 1985/,
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Otadzka, €i indukované systémy (typu SOS opravy), ktoré su
v bunkéch é. coli pod kontrolou lexA represoru, sa uplatiiuju
aj u vy8sich organizmov, je vo svete predmetom intenzivnych
vyskumov, V stGfasnosti sa nemozZno vyjadrit o rozdireni tychto
systémov v zivej prirode, Avask v E, coli sa tieto systémy
uvéddzaju do chodu nielen ultrafialovym oZiarenim, ale takmer
véetkymi dosial sledovanymi genotoxickymi faktormi fyzikdalnej
i chemickej povahy, €o sved&i o ich vyzname, Preto sa predmet

objavu definoval ako jav odhaleny na modeli buniek Escherichia

coli oziarenych ultrafialovym svetlom,

ZvySujuca sa frekvencia vyskytu mutdcii v dedifnom zaklade
somatickych i zarodofnych buniek je celosvetovym problémom,
V stlasnosti je snaha ries$it ho obmedzovanim $kodlivych fakto-
rov v prostredi, predovsetkym v potravinach, v ovzdus$i, péde a
vodnych zdrojoch, Perspektivne sa bude riesit prenosom reparac-
nych génov s cielom zvyS§it na potrebnu Uroveil reparacniu kapaci-
tu organizmu, a tym aj jeho rezistenciu ku Skodlivym faktorom,
Poznatky o opravnych systémoch a génoch, ktoré ich determinuju,
maju preto dva zadkladné spésoby uplatnenia. Jednak umoZfiuju
presnejSie uréit rizikovost faktorov prostredia, jednak su pri-
pravou pre etapu, v ktorej sa oprava dedic¢ného zadkladu organiz-

mu bude rie$it metddami génového inZinierstva,
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