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PotlaZenie exciznej opravy po3kodenej dezoxyribonukleovej
kyseliny /DNK/ u modelovych buniek Escherichia coli, kmen

B/r oZiarenych ultrafialovym svetlom

1. Jav spo&ivajici v tom, Ze u modelovych buniek Escherichia

coli kmen B/r, o%fiarenych ultrafialovym svetlom, exciznu

opravu moZno potlad&it.

2. Jav podla bodu 1 spo&ivajici v tom, Ze potlacdenie exciznej

opravy nevedie k hynutiu buniek, ak majd intaktné uvr gé-

ny.



Predmetom objavu Jje jav spoé&ivajici v tom, Ze u modelovych
buniek Escherichia coli kmen B/r (dalej E.coli B/r), oziarenych
ultrafialovym svetlom, exciznu opravu moZno potlac¢it (Febs Let-
ters 23,1972,325) a dalej jav spoé¢ivajuici v tom, 2Ze potlacenie
exciznej opravy nevedie Kk hynutiu buniek, ak maji intaktné uvr
(ultraviolet resistance) gény (Photochem.Photobiol. 25,1977,259).

Pre dediénost je charakteristicky vysoky stupen konzervativ-
nosti. Pévodne sa predpokladalo, 2Ze latka, ktord dediénost spro-
stredkuje, nie je vnimavd k vonkajsim vplyvom a je v podstate ne-
mennd. Dnes je zname, Ze nositelom dedi¢nej informdcie su nukleo-
vé kyseliny, které vdaka svojej sStuktire s vysokym obsahom dvoj-
nych vazieb sU znaéne reaktivne. Nukleové kyseliny sa naustale
poskodzujui fyzikdlnymi a chemickymi faktormi vonkajsSieho prostre-
dia. Prenos nezmenenej dedic¢nej informacie z rodic¢a na potomstvo
by nebol mozZny, ak by poskodenia neboli priebeZne "opravovaneé"
a normalizované. Preto existencia systémov, ktoré reparuju posko-
denui geneticku informdciu, sa uz davnejsie predpokladala. Exaktné
ddékazy vSak boli prinesené len v poslednych tridsiatich rokoch.
Dnes vieme, Ze opravné mechanizmy DNK si integrdlnou suéastou
kazdej bunky, bez ohladu na stupern jej diferenciacie a fylogene-
tického vyvoija.

Tak ako v inych oblastiach molekuldrnej genetiky, vacésina
poznatkov o oprave DNK sa ziskala na modelovom organizme E.coli.
Ako vhodny spdsob poskodenia posluzZilo oZiarenie ultrafialovymi
liémi, ktoré v molekule DNK vyvolava Specifické poskodenie, pyri-
midinovy dimér.

V roku 1964 Setlow a Carrier zistili, Ze pyrimidinové diméry
si z molekuly DNK odstranené (excidované) enzymovym opravnym Sy-
stémom (Setlow R.B., Carrier W.L.: Proc.Natl.Acad.Sci.,USA,51,226
/1964/). Dokazali, 2Ze proces pozostdva 2z troch krokov a to vy-
Stiepenia (excizie) poskodenej ¢asti jednoduchého retazca, jeho
doplnenia (resyntézy) podla neposkodeného retazca protilahlého
a znovuspojenia koncov ratazca starého a novovytvoreného. Proces
sa uskutocénuje viacerymi enzymami. NajdélezZitejsi z nich je Spe-
cifickd endonukledza, ktora poskodenie ratazca rozozna a v jeho
blizkosti zavedie zlom do fosfodiesterovej vazby cukrofosfatovej
vystuZze retazca. Specifickd endonukledza Jje kdédovanad uvrai,B,C
génmi. Ak v niektorom z tychto génov déjde k zmene sStruktury (mu-
tacii), endonukledza prestava byt funkéna. Bunky s defektnymi uvr
génmi sa stand citlivé nielen na ultrafialové oZiarenie, ale aj
na niektoré chemikalie, lebo endonukledza rozozna aj iné poskode-
nia (Howard-Fladers P., Boyce R.P.: Radiat.Res.suppl.6,156,
/1966/).

Vytvorila sa predstava, 2Ze excizia poskodeni je zakladnym
a najvyznamnejsim opravnym mechanizmom (vid prehladné referaty:
Setlow R.B. v knihe: Regulation of Nucleic Acids and Protein Bio-
xynthesis. Ansterdam, Elsevier 1967, 51-62; Witkin
E.M.:Ann.Rev.Microbiol. 23, 487, /1969/). To sa javilo plne v sui-
lade so skuteénostou, Ze diméry su z DNK kvantitativne odstranené
behom jednej aZ dvoch hodin po oZiareni, ako aj s hore spomenutou
skutoénostou, Ze bunky s defektnymi uvr génmi stracajui schopnost
excidovat diméry a stani sa citlivé ku Skodlivym faktorom.




i
4 -
¢ .
]

.~

Pracovnici oddelenia molekularnej genetiky SAV sa od jeho
vzniku v roku 1963 zaoberali otdzkou, ako mozZno ovplyvnit rezi-
stenciu buniek k Ziareniu. Sustredili sa na mozZné zvysSenie rezi-
stencie zasahom do metabolizmu buniek a vysvetlenie spdsobu jeho
Ucinku. Pri tychto Stddidch ziskali vysledky, ktoré nezodpovedali
predstave o prvoradom vyzname exciznej opravy. Bolo zname, Ze
prechodnym zabrzdenim syntézy bielkovin pred oZiarenim buniek sa
vyrazne zvysSi ich rezistencia, takzZe prezZivajui so 100-500 ndasobne
vySSou frekvenciou. Predpokladalo sa, 2Ze za tychto podmienok
dochadza k vystupriovaniu, resp. optimalizdcii opravy vystiepenim
(vid prehladny referat Hanawalt P.C.: Photochem.Photobiol.
5,1,/1966/). Hoci tento nazor nebol experimentdlne podloZeny,
vSeobecne sa akceptoval. Preto prekvapilo zistenie, Ze ani jeden
z krokov exciznej opravy, t.j. odstrdnenie dimérov (Sedliakova
M., Masek F., Bernatova L.: Photochem.Photobiol. 14, 597,
/1971/), reparacna syntéza (Sedliakova M., Billen D., Bruns L.:
Photochem.Photobiol. 11, 309, /1970/), alebo obnovenie kontinuity
retazca (Sedliakovd M., Bugdn J.: Neoplasma, 20, 261, /1973/) sa
v danych podmienkach nestimuluju. Naopak, v pripade jedného kmena
E.coli bola excizia poskodeni zjavne redukovand pri 500-nasobne
zvySenom preziti buniek. To viedlo autorov objavu k hypotéze, zZe
excizna oprava Jje len jednou 2z viacerych opravnych funkcii uvr
génov, takZe bunky s funkénymi uvr génmi maji moZnost pouzit al-
ternativne opravné drahy. Tento predpoklad aj experimentdlne do-
kazali.

Ako autori objavu zistili, deprivdcia na tymin aplikovana
po¢as 2 hodin pred ozZiarenim spésobi, Ze pyrimidinové diméry sa
po oZiareni neexcidujui. To samo o sebe neprekvapuje. KedZe tymi-
nova deprivdacia vedie k hynutiu buniek, inhibicia exciznej opravy
by mohla byt désledkom ich metabolickej inaktivacie. Preto sa
nasledne eliminoval nepriaznivy efekt tyminovej deprivacie sucas-
nou deprivdciou na esencidlne aminokyseliny. Za tychto podmienok
nedochadzalo k hynutiu buniek, avsSak excizna oprava bola nadalej
potlac¢end (Febs Letters, 23, 1972, 326). Autori prvykrat pozoro-
vali tento jav u modelovych buniek E.coli B/r. Neskdér ho dokazali
u dalsich zbierkovych kmefov, menovite E.coli K12 a E.coli 15°
(Biochim.Biophys.Acta, 349, 1974, 442).

V dals$ich experimentoch sa porovnala schopnost tolerovat ne-
excidované diméry u buniek s intaktnymi a defektnymi uvr génmi.
MnoZstvo neexcidovanych dimérov sa stanovilo radiochromatogra-
ficky. Zistilo sa, Ze pri rovnakom mnoZstve neexcidovanych dimé-
rov prezZivaju bunky, ktoré maju intaktné uvr gény s 10 krat vys-
Sou uUéinnostou, ako bunky s uvr génmi defektnymi (Photochem.Pho-
tobliol. 25, 1977, 259).

Podstatou objavu je odhalenie novej kvality bunky, ktora
svedéi o dvojakej udlohe uvr génov v oprave poskodenych molekul
DNK. Zistenie bolo prvykrat zverejnené vV roku 1972 na VI. Medzi-
narodnom fotobiologickom kongrese v Bochum. Vzhladom na jeho neo-
¢akavanost boli vysledky v roku 1973 overované (a v plnom rozsahu
potvrdené) v Ndrodnom laboratdériu Oak Ridge, USA. Experimenty ro-
bil A. Johnoston.

Predmet objavu sa stal podkladom pre badatelsky vyskum v ob-
lasti opravnych procesov DNK. Na Jjeho zaklade bol podany "in vi-



va"™ dékaz o novom spdsobe opravy poskodenych molekul DNK.

Studium opravnych procesov je sudastou rozsiahleho vyskumu
ochrany Zivotného prostredia, ktory smeruje k zachovaniu neporu-
Seného genofondu ¢loveka a vSetkych Zijucich druhov. Cim presnej-
Sie pozname mechanizmy poskodenia dedi¢nej hmoty a spésob, akym
sa s nim organizmy vysporiadaji, tym presnejsSie vieme stanovit
rizikovost daného faktoru Zivotnoho prostredia. Preto m& zakladny
vyskum danej oblasti medicinsky, vsSeobecno-biologicky a v koneé&-
nom désledku aj ekonomicky dosah.



