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VYSVETLIVKY A SKRATKY

APC »anaphase promoting complex* (komplex proteinov

regulujucich vstup do anafazy)

ATM »Ataxia telangiectasia mutated* kinaza

ATR ,ATM and Rad3-related* kinaza

CAK aktivacna kinaza CDK

CDK cyklin dependentnd kindza

CKI inhibitor CDK

CKS1 ,CDK subunit* (homol6g kvasinkového suclP®®
proteinu)

Cp ,commitment point™ (regulaény bod bunkového cyklu)

CTD C-terminalna doména RNA polymerazy

Cyc cyklin

DDC »DNA damage checkpoint® (kontrolny bod pre
rozpoznanie DNA poskodenia po replikacii DNA)

DDRP »DNA damage response pathway* (odpoved’ na
poskodenie DNA)

DMSO dimetylsulfoxid

DRC »DNA replication checkpoint* (kontrolny bod pre
rozpoznanie DNA poskodenia pocas replikdcie DNA)

FdUrd 5-fluoro-2-deoxyuridin (inhibitor replikacie DNA)

HR homologické rekombinacia

ICK »Interactors of Cdc2 kinase* (rastlinny inhibitor CDK)

KRP ,Kip-related protein‘ (rastlinny inhibitor CDK)

MPF ,»mitosis promoting factor* (matura¢ny promoc¢ny faktor,

historické oznacenie komplexu CDK/Cyc regulujuceho

vstup do mitdzy)

NHEJ nehomologické spajanie koncov zlomov
qPCR kvantitativna polymerazova reakcia
RBR ,Retinoblastoma-related protein‘

RT-PCR reverzna polymerazova reakcia
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1. UVOD

Dizertatnil pracu som vypracovala na Mikrobiologickom ustave AV CR, v Laboratériu
bunkovych cyklov rias v Tfeboni a je zamerana na Studium reguldcie bunkového cyklu rias,
vyznacujucich sa Specifickym typom bunkového delenia, tzv. nasobnym delenim. Vyskum
zamerany na tuto problematiku ma v tomto labratériu viac ako 40-ro¢nu tradiciu, pocas ktorej
sa ziskalo mnoZzstvo poznatkov, predovSetkym v oblasti kultivacie rias a molekularno-
biologickych analyz, ¢o mi vyrazne pomohlo pri mojej doktorskej préci.

Pouzivanymi modelovymi organizmami st riasy z triedy Chlorophyta, rod
Chlamydomonas a Scenedesmus. Obe predstavuji idedlny modelovy organizmus, a to vd’aka
nendrocnej kultivacii, pomerne rychlemu rastu a predovsetkym jednoduchej synchronizicii
prostrednictvom striedania svetelnej a tmavej periddy. St beznym modelovym organizmom
pre Studium bunkového cyklu na fyziologickej, cytologickej a molekularno-biologickej
arovni.

Tato dizertacnd praca zapada do aktualneho vyskumného programu Laboratdria a je
zamerana na Stidium reguldcie bunkového cyklu po poSkodeni DNA. Poskodenie DNA vedie
v bunkach k zastaveniu bunkového cyklu, ¢o je regulované zlozitou proteinovou drahou
v ramci tzv. ,,DNA damage response pathway®. Efektorovymi proteinmi tejto drahy su aj
regulatory bunkového cyklu a v tejto praci boli Studované tri z nich — kindzy CdkA, CdkB
a Weel

Verim, ze vysledky tejto prdce pomozu objasnit’ a lepsie pochopit’ reakciu buniek na

poskodenie DNA a jej prepojenie s priecbehom bunkového cyklu.



2. LITERARNY PREHLAD

2.1. Modelové organizmy Chlamydomonas reinhardtii

a Scenedesmus quadricauda

2.1.1. Zakladna charakteristika riasy Chlamydomonas reinhardtii

Chlamydomonas reinhardtii (Obr. 1) je eukaryoticka, fotoautotrofna, jednobunkova
zelend riasa z triedy Chlorophyceae (kmeni Chlorophyta), dlhé priblizne 10 pm a Siroka 3 pm.
Pohybuje sa pomocou dvoch bicikov umiestnenych na
anteridrnom konci bunky. V bunkach je pritomné haploidné jadro,

I "'I e I8 .
ﬁ ﬁ chloroplast s 1-2 pyrenoidmi, ktory zaberd 40 % objemu bunky
o N -
@"- il

a niekol’ko malych mitochondrii. Zékladnymi fotosyntetickymi
farbivami st chlorofyl ,,a“ a ,,b* (Hoek et al., 1995; Nakagami et
Obr. 1 Chlamydomonas al., 2002). Bunkova stena je zlozend predovsetkym
reinhardtii
z glykoproteinov bohatych na hydroxyprolin (Harris, 2001).

Obsahuje 3 autonémne genetické systémy, v jadre, v chloroplaste a v mitochondriach.

Divoky typ C. reinhardtii moze ziskavat' energiu fotoautotrofne (v pritomnosti svetla
a CO; ako jediného zdroja uhlika), mixotrofne (v pritomnosti svetla a acetatu ako organického
zdroja uhlika) alebo heterotrofne (vyuzivanim acetitu vtme). Bunky sa za idealnych
rastovych podmienok rozmnozuju vegetativne, pricom sa udrzuje ich haploidny stav.
V podmienkach hladovania na dusik a v pritomnosti svetla z modrého spektra sa vegetativne
bunky vyvijaju na gaméty, pri¢om modzeme rozlisit dva parovacie typy mt" a mt” (Weissig a
Beck, 1991). Po splynuti tychto gamét vznika diploidna zygota, ktord moze podstipit’ meidzu
a produkovat’ tetradu haploidnych spdr. Tieto d’alej mézu pokracovat’ vo vegetativnom alebo
generativnom cykle.

Tetrddova analyza spolu s jednoduchou a rychlou genetickou analyzou haploidov
a s moznostou stabilnej transformacie vSetkych troch gendmov poskytuje zaklad pre dobry
geneticky modelovy organizmus. Jadro moze byt transformované metdédou sklenenych
guliciek (Kindle, 1990) alebo elektroporaciou (Brown a Lemmon, 1991). Chloroplast
a mitochondrie mézu byt transformované Specificky, balistickou metdédou (Boynton et al.,
1988; Randolphanderson et al., 1993). Vsetky tieto vyhody spolu s nendro¢nou kultivaciou,
pomerne rychlym rastom, jednoduchou synchronizéciou striedanim svetelnej a tmavej periody

a osekvenovanym gendémom (Merchant et al., 2007) robia z C. reinhardtii idealny modelovy



organizmus. Casto sa vyuziva pre $tadium eukaryotickej fotosyntézy (Harris, 2001), bi¢ikov a
bazélnych teliesok (Pazour et al., 2006) motility, biogenézy organel (Mitchell a Graziano,
2006), fototaxie, metabolizmu, dedicnosti a delenia chloroplastov (Dutcher, 2000),
gametogenézy (Martin a Goodenough, 1975) a v neposlednom rade aj pre stidium regulacie
bunkového cyklu (Slaninova et al., 2003; Bisova et al., 2005; Fang et al., 2006). Nie je
neznama ani pri toxikologickych S§tadiach (De Schamphelaere a Janssen, 2006)
a v poslednych rokoch nasla uplatnenie aj v bioremedidcii (Vilchez et al., 2001) a produkcii
bioplynov (Ghirardi et al., 2007). C. reinhardtii je taktiez vyhodna aj pre Studium reparécie
DNA (Vicek et al., 2008) aje dostupnd pre rézne molekuldrnobiologické a biochemické
analyzy, vratane RNA interferencie (Rohr et al., 2004).

2.1.2. Genoém riasy Chlamydomonas reinhardtii

Chlamydomonas predstavuje vhodny modelovy organizmus aj pre Stidium evoluicie
genomu (Smith a Lee, 2008). Jej jadrovy gendom zahfna v haploidnom stave 17 vézbovych
skupin, ktoré predstavuju 17 jadrovych chromozomov. Gendém C. reinhardtii sa vyznacuje
vysokym zastipenim (64 %) GC parov, uniformnym zastipenim génov, jednoduchymi
repetitivnymi sekvenciami a transpozibilnymi elementami. Podobne ako u vic¢Siny eukaryot,
st gény pre ribozomalnu RNA (rRNA) zoskupené do tandemovych repeticii a taktiez gény pre
transferové RNA (tRNA) a gény asociované so Specifickymi biologickymi funkciami su
lokalizované v klastroch (Merchant et al., 2007). U druhu C. reinhardtii bola zistena odchylka
od univerzalneho genetického kodu (bias kdod), a to u génov so silnou expresiou (gény
kédujuce proteiny fotosyntetického a bicikového aparatu, niektoré heat-shock proteiny)
(Harris, 1989). Inou charakteristickou ¢rtou jadrovych génov riasy C. reinhardtii je
pritomnost’ velkého poctu intronov (asi 7 intronov na kazdy gén kodujici protein). Napriklad
gén pre heat-shock protein Hsp70 obsahuje 6 intronov, zatial ¢o jeho kopia u rastlin
neobsahuje ziaden, pripadne 1 intron (Muller et al., 1992). Zastupenie exénov je v priemere
8,3 ex6nu na jeden gén alen asi 8 % génov neobsahuje Ziadne introny. Priemerna dizka
intronov je vicSia ako uvicSiny eukaryotov a st ovela viac podobné intrénom
mnohobunkovych organizmov ako protozodm (Merchant et al., 2007; Palenik et al., 2007;
Smith a Lee, 2008).

Velkost' jadrového genému C. reinhardtii bola odhadnuta priblizne na 121 Mb
(Merchant et al., 2007), ¢o je porovnatelné s gendémom rastliny Arabidopsis thaliana.
Vyznacuje sa vSak mensim poctom génovych rodin, ¢o vyrazne ulahCuje genetickl analyzu.

Okrem jadrového gendomu st osekvenované aj chloroplastovy (Lilly et al., 2002; Maul et al.,



2002) a mitochondridlny gendém (Gray a Boer, 1988; Michaelis et al., 1990). Na rozdiel od
jadrového genomu, je mitochondrialny zorganizovany efektivnejSie. Je to linearna molekula
DNA s vel'kost'ou 15,8 kb a zahfniajuca 13 génov (Gray a Boer, 1988; Michaelis et al., 1990).
Mitochondrialny gendém C. reinhardtii je najkompaktnej$i spomedzi zelenych rias, pretoze
obsahuje 82 % kodujucich sekvencii (Pombert et al., 2006). Chloroplastovy gendém je tvoreny
cirkularnou molekulou DNA s velkostou 203,4 bp, ktord sa vSak modze vyskytovat aj
v linearnej forme. Zastipenie GC parov je 34,6 %, €o je porovnateIné s chloroplastovym
genomom riasy Chlorella (31,6 %) atiez s Arabidopsis (36,3 %). Kodujuca oblast
chloroplastového gendmu C. reinhardtii zahtna gény pre vysoko konzervované proteiny
s dobre definovanou funkciou. Je tu zastipenych 72 génov kdédujucich proteiny a 30 génov
pre tRNA (Maul et al., 2002).

U Chlamydomonas bolo identifikovanych 1226 génovych rodin kodujucich 2 a viac
proteinov, priCom obsahuji podobné zastipenie génov ako u ¢loveka a Arabidopsis. Gendm
Chlamydomonas, podobne ako Arabidopsis, koduje vel'ké rodiny kindz a cytochrémov P-450,
pricom najvicsou je guanylyl- a adenylyl-cyklazova rodina (Merchant et al., 2007). Napriek
tomu, ze tieto cyklazy neboli identifikované u rastlin, u Chlamydomonas zohravajii dolezita
ulohu pri pohlavnom rozmnozovani (Pasquale a Goodenough, 1987) a vo funkcii bic¢ikov
(Gaillard et al., 2006). Taktiez su tu pritomné gény kodujice rozne transportéry, ktoré su
blizko pribuzné ako rastlinam, tak aj zivo¢ichom. Chlamydomonas zdiel'a s Clovekom asi 706
proteinovych rodin, ktoré neboli identifikované u Arabidopsis, pricom ide hlavne o gény
stivisiace s motilitou (biciky, cilie, bazalne telieska, centrioly). Na druhej strane u nej bolo
identifikovanych asi 1879 proteinovych rodin pribuznych Arabidopsis, ktoré sa nenachadzaju
v I'udskom genome (Merchant et al., 2007) (Obr. 2).

Na zaklade vSetkych tycho udajov mozZno
Chlamydomonas

210] konStatovat’, ze Chlamydomonas zastava miesto niekde
families . . V. vy I~ v . ,
Cre 2,245 medzi rastlinnou a zivoc¢isnou riSou. Je to Specificky

Hurnan Arabidopsis . .. ., v vy
i organizmus nesuci znaky ako rastlinng, tak aj Zivocisne,

¢o ho zvyhodiuje okrem iného, aj pre vyuzitie ako

”\’é‘ f“;*;':“ 2,282 families  |,879 families modelového organizmu pri roznych stadiach.
re Cre2489 | Cre |,968
Hsa 806 | a9  Ach239

Ath 3,102
Obr. 2 Proteinové rodiny spolocné pre Chlamydomonas
reinhardtii, Arabidopsis a ¢loveka (Merchant et al., 2007)



2.1.3. Zakladna charakteristika riasy Scenedesmus quadricauda

Scenedesmus quadricauda je jednobunkové zelena
riasa (Obr. 3) z triedy Chlorophycea (kmeni Chlorophyta).
Vyskytuje sa v sladkych a brakickych vodach a uz
desatroia sa vyuziva ako modelovy organizmus pre

Stadium toxicity rdznych latok. Bezbicikaté bunky st

Obr. 3 Scenedesmus quadricauda ulozené v jednom rade a mnoZia sa vegetativne delenim.
Dcérske bunky pochadzajuce z delenia jednej materskej
bunky zostavaju spojené spolo¢nou bunkovou stenou a tvoria cendbium, zvycajne zo 4 az 8
buniek. Koncové bunky coenobia maji obvykle dva ostne (Hoek et al., 1995). Bunkova stena
je trojvrstvova a zabezpe€uje mechanicki odolnost’ buniek. Jej polysacharidovi Cast’ tvori
mikrofibrildrna (celuléza, mandny a xylany) a amorfna (hemicelulozy a pektiny) zlozka.
Taktiez obsahuje malé¢ mnozstvo bielkovin, konkrétne extenzinu, ¢o je glykoprotein
s vysokym obsahom hydroxyprolinu. Typickou stcastou bunkovej steny je latka podobna
sporopoleninu, ktory sa obvykle nachadza v bunkovej stene pelovych. Kazdé4 bunka coendbia
ma jadro a jednoduchy miskovity chloroplast s jednym pyrenoidom, ktory nie je ohraniceny
membranou a na povrchu moéze byt pokryty Skrobovymi zrnami (Prochazka et al., 1998).
Chloroplasty obsahuju nukleoidy, ktorych mnozstvo sa pocas zivotného cyklu zvéacsuje, su
teda vedl'a mitochondrii d’al$im zdrojom mimojadrovej dedicnosti.
Rod Scenedesmus je sicastou fytoplanktonu a vyznamnou mierou sa podiela na vyzive

zivo¢ichov v rybnikoch. V su$ine boli dokdzané vitamin B12, kyselina pantoténova, kyselina

nikotinova, kyselina listova a iné (Fott, 1967).

2.1.4. Gendém riasy Scenedesmus quadricauda

Jadrovy genom riasy S. quadricauda doposial’ nebol osekvenovany a aj chloroplastovy a
mitochondridlny gendm bol osekvenovany len u iného zastupcu rodu Scenedesmus a to
S. obliquus. Jeho mitochondridlny gendm ma vel'kost’ 42 919 bp a koduje 42 konzervovanych
génov, ako su gény pre velku a mali ribozomdalnu podjednotku, 27 génov pre tRNA a 13
génov kodujucich proteiny respiracného retazca. Gény pre SS-rRNA a ribozomalne proteiny
idetifikované neboli. Zvlastnost'ou st odchylky od Standardného genetického kodu, kde UAG
kodon, ktory bezne sluzi ako stop kodon, koduje aminokyselinu leucin, zatial’ ¢o UCA kodon

normalne kddujuci serin, sluzi ako signal pre terminaciu translacie (Nedelcu et al., 2000).



Chloroplastovy geném S. obliquus méa 161 452 bp akoduje 96 génov. Je bohaty
(73,1 %) na AT pary a zastipenie génov je podobné zastipeniu u Chlamydomonas. OdliSuje
sa len pritomnostou dvoch d’alSich génov, inf4 (koduje translacny iniciacny faktor) a rpli2

(gén pre 60S ribozomalny protein) (De Cambiaire et al., 2006).

2.1.5. Bunkovy cyklus s nasobnym delenim

V klasickom bunkovom cykle prebiehaju procesy veduce ku vzniku 2 dcérskych buniek
z jednej materskej. M6Zeme ho rozdelit’ na 4 fazy — G1 a G2 fazu, pocas ktorych bunka rastie
a pripravuje sa na delenie, S fazu (syntetick) s replikdciou DNA aM fazu (mitotickl)

zahfiajicu samotné delenie jadier (genetického materialu) (Obr. 4).
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Obr. 4 Schéma Standardného bunkového cyklu eukaryot (Hlavova et al., 2011)

U rias sa vo vSeobecnosti rozliSuju dva typy bunkového delenia, cyklus typu Cl1, pri
ktorom sa materska bunka rozdeli na 2 dcérske bunky, t.j. klasicky bunkovy cyklus. AvSak
CastejSie sa vyskytuje bunkovy cyklus typu Cn (nasobné delenie) (Obr. 5), ktory je
charakteristicky pre oba nase modelové organizmy. Kazdy z tychto organizmov zastupuje
jeden z podtypov tohoto sposobu delenia - typ Chlamydomonas (Lien a Knutsen, 1979) a typ
Scenedesmus (getlik et al., 1972; Zachleder, 1983; Zachleder a Setlik, 1990; Zachleder,
1997).

V pripade bunkového cyklu snasobnym delenim hovorime o modifikovanom
bunkovom deleni, ktoré¢ sa odliSuje od Standardného bunkového cyklu koneénym poctom
dcérskych buniek. V takomto pripade mozeme na konci bunkového delenia identifikovat’ viac
ako 2 dcérske bunky (4, 8, 16, 32, 64...) uvol'nené z jednej materske;.

Bunkovy cyklus rias zac¢ina podobne ako u ostatnych organizmov Gl fazou, pocas
ktorej bunka rastie a pripravuje sa na prvu sériu reprodukénych procesov (replikaciu DNA
amitéozu). K ich spusteniu dochddza po prechode bunky tzv. bodom rozhodnutia
(,commitment point™; CP). Zaroven s nimi moZe bunka pokracovat’ v raste a priprave na
d’alSiu sériu replikacie a mitdzy, ktora sa znovu spusta len po dosiahnuti druhého CP (Obr. 5).

V priebehu jedného cyklu typu Cn sa mézu tieto reprodukéné pochody spustit’ n-krat (odtial



cyklus Cn). Cytokinéza méze byt niekedy ¢asovo oddelena od mitdzy a tento asovy usek je
mozné oznaCit ako fazu G3 (Obr. 5) (Zachleder, 1997). Tieto reprodukéné procesy sa
navzajom prekryvaji a vedua k produkcii 2" dcérskych buniek z jednej materskej (Setlik et al.,
1972; Zachleder a Setlik, 1990; Zachleder a van den Ende, 1992; Zachleder, 1995).

Scenedesmus

CF’ S 11 & TR

0 CP@@

Chlamydomonas

7///// ////% pS+G,+G,
C.P. %//// ////% 05+G +G3
Cc.P

Obr. 5 Schéma bunkového cyklu rias Chlamydomonas reinhardtii a Scenedesmus quadricauda
(Zachleder et al., 1997)

2.1.6. Nasobné delenie u riasy Chlamydomonas reinhardtii

Pre bunkovy cyklus C. reinhardtii je charakteristicka predizena G1 faza, pocas ktorej
modzu bunky niekol'’konasobne zvicsit’ svoju povodnu velkost'. Po skonceni G1 fazy nasleduje
rychla séria (n-krat, zvycajne 1-4) striedania S fazy (DNA syntéza) a mitézy nasledovana
cytokinézou, za tvorby 2" dcérskych buniek (Obr. 6). Kazda ztychto sérii sa spusta
v pomyselnom bode bunkového cyklu, tzv. bode rozhodnutia (CP; ,,commitment point®)
(John, 1984, 1987).

Kontrolny bod (CP) je regulovany velkostou, je dosiahnuty pri tzv. kritickej velkosti
bunky. S kazdym d’al§im zdvojenim kritickej velkosti, bunky dosiahnu d’alsi CP. Aby bunka
narastla do kritickej velkosti, potrebuje dostatocny prisun energie a v pripade fotoautrofne

rastlicej riasy C. reinhardtii je to dostatok svetla. Rastové procesy, vratane dosiahnutia CP, su



zavislé na svetle, teda vyS$Sia svetelna intenzita,

n - rychlych deleni

resp. dlh§ia svetelnd peridda umoziuji  bunke
dosiahnut’ viac CP (Zachleder et al., 1997). Naproti
tomu, reprodukéné procesy (S faza a mitéza) mozu
prebichat’ aj bez dodania d’alSej energie. Vd’aka tomu
je mozné¢ vhodnym striedanim svetelnej a tmavej
periody riasové kultury jednoduchym sposobom
synchronizovat’.

To, ¢i konkrétna bunka (resp. populacia synchronnych

buniek) presla v ur¢itom okamihu bodom rozhodnutia,

Obr. 6 Schéma bunkového cyklu Je mozné urCit’ spdtne. O dosiahnuti CP totiZ vypoveda

s nasobnym delenim u zelenej riasy

Chiamydomonas schopnost’ bunky rozdelit’ sa, teda absolvovat’ vsetky

reprodukéné procesy bez d’alSiecho dodania energie. Ak
po urcitej dobe kultivacie na svetle nasleduje tmava peridda, pocas ktorej sa sledovana bunka
rozdeli napr. na 8 dcérskych buniek, je zrejmé, ze v dobe ukoncenia svetelnej periody mala
bunka za sebou prechod tretim CP (Setlik et al., 1972; Zachleder a Setlik, 1990; Zachleder
a van den Ende, 1992; Zachleder, 1995).

2.1.7. Bunkovy cyklus riasy Scenedesmus quadricauda

Podobne ako C. reinhardtii aj S. quadricauda sa vyznacuje modifikovanym bunkovym
cyklom, nasobnym delenim. Na rozdiel od typu Chlamydomonas, ktory sa vyznacuje n-krat sa
opakujucimi procesmi G1 fazy, po ukonceni ktorych prebehnu v kratkom ¢asovom tuseku
procesy dalSich faz, utypu Scenedesmus prebieha s urcitym ¢asovym odstupom niekol'ko
postupnosti bunkového cyklu (Obr. 5). Fazy bunkového delenia sa navzijom prekryvaji
(Setlik a Zachleder, 1984; Zachleder a Setlik, 1990). Poéas G1 fazy bunky rasti a mozu
dosiahnut’ r6zny pocet CP. Po kazdom z nich nasleduje replikdcia DNA a delenie jadra, nie
vSak bunky, ¢o je d’alsi rozdiel v porovnani s typom Chlamydomonas. Bunky S. quadricauda
su teda pocas bunkového cyklu mnohojadrové a az po skonceni jadrovych deleni nasleduje
delenie bunky (Setlik a Zachleder, 1984; Zachleder et al., 2002), zatial’ o u C. reinhardtii

nasleduje cytokinéza hned’ po kazdom jadrovom deleni.

2.2. Regulacia bunkového delenia

Ako uz bolo povedané, eukaryotické bunky v priebehu svojho Zivota podstupuju sériu

udalosti zloZen zo Styroch faz (G1, S, G2 a M) stthrnne ozna¢ovanu ako bunkovy cyklus. Ide



o cyklicky proces zahfnajuci duplikaciu genetického materialu s naslednym rozdelenim jadier
— mitdzu (karyokinézu) a vlastné bunkové delenie — cytokinézu. VSetky deje zcastiiujice sa
bunkového cyklu st na sebe zdvislé a iniciacia neskorsSej udalosti nastane iba po UspeSnom
ukonceni predchadzajucej udalosti.

Prechod bunkovym cyklom je zavisly na mnohych faktoroch, do jeho priebehu sa
premieta stav bunky ako aj podmienky okolia. Pre kazda bunku je zivotne dodlezité, aby
vstupila do bunkového cyklu len vtedy, ak je na to dostatocne pripravend, teda ked ma
vhodnu velkost a dostatoéné energetické zasoby, ktoré jej umoznia dokon¢it’ delenie. DalSou
dolezitou ulohou bunkového cyklu je udrzanie gendémovej stability, teda aby sa cely geneticky
materidl poCas S fazy zreplikoval len raz a nésledne sa v mitéze rovnomerne rozdelil medzi
dcérske bunky. VSetky tieto deje su bunkou prisne regulované, a to v tzv. kontrolnych bodoch
bunkového cyklu. Dva z tychto bodov sa povazuju za kl'acové.

Jeden sa nachddza v druhej polovici Gl fazy aje zodpovedny za spustenie
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reprodukénych procesov. U kvasiniek sa tento bod oznacuje ako ,,START“ a u rias je
oznacovany terminom ,,commitment point* (CP). V pripade nedostatocnej velkosti bunky je
dana bunka zadrZana v G1 faze, lebo nie je schopna vstupit’ do S fazy.

Druhy klIicovy bod, v G2 faze, spusta procesy veduce k jadrovému deleniu. Ak sa
DNA spravne nezreplikuje, pripadne bunka nie je dost’ velka (u S. pombe) (Rupes, 2002)
alebo sa nachadza v nepriaznivom prostredi, tak je zadrzana tymto kontrolnym bodom a
nevstupuje do mitézy. Okrem kontroly poskodeni v  DNA ¢&i replikacnych chyb je pre
genomovu stabilitu dolezité¢ taktiez presné rozdelenie chromozémov v mitéze. V tomto

pripade je dolezity kontrolny bod, ktory sa vyskytuje v M faze a kontroluje spravnost

pripojenia chromozémov k mitotickému vretienku.

2.21. Cyklin-dependentné kinazy

Prechod kontrolnymi bodmi bunkového cyklu je regulovany heterodimerickymi
kinazami, ¢o st enzymy tvorené katalytickou podjednotkou - cyklin-dependentnou kinazou
(CDK) a regula¢nou podjednotkou - cyklinom. Regula¢néd podjednotka umoZiiuje periodicka
aktivaciu CDK, a tym aj vykonavanie jej funkcie len v urcitej faze bunkového cyklu
(Evans et al., 1983; Pines, 1991). CDK kontroluji prechod medzi G1/S 1 G2/M fazami
(zahajenie replikdcie DNA a vstup do mitdézy) u eukaryotickych organizmov vo vsetkych
troch riSach: v kvasinkdch (Lorincz a Reed, 1984; Hindley et al., 1987), v zivocisnych
bunkach (Fang a Newport, 1991; Murray, 2004) aj v rastlinnych bunkach (Doonan a Fobert,
1997; Dewitte a Murray, 2003).



CDK predstavuju konzervovanu skupinu proteinovych kindz fosforylujucich serinové a
treoninové zvysky (Ser/Thr) cielovych proteinov (Hindley a Phear, 1984). Pre ich kindzovua
aktivitu je nevyhnutna vézba cyklinovej podjednotky, ktord slizi ako jeden z aktivatorov
CDK. Okrem toho sa na ich regulacii podielaju d’alSie proteiny, ako aktivacné proteiny
cyklin-dependentnych kinaz (CAK), inhibitory CDK (CKI), kinaza Weel, fosfataza Cdc25.

Zékladnou tulohou cyklin-dependentnych kinaz je fosforylacia a tym padom pozitivna,
¢1 negativna regulacia roznych proteinov potrebnych pre replikdciu DNA a mitézu (Murray,
2004). Medzi ich substraty patria rozne transkripcné faktory, retinoblastomovy (Rb) protein,
proteiny jadrovej membrany a cytoskeletu, ale aj Specifické zlozky bunkového cyklu, ktoré
pre svoju ubiquitinom riadenti proteolyticki degradaciu vyzaduji predchadzajicu
fosforylaciu (King et al, 1996). Daldim substratom je histon HI1 v mitotickych
chromozomoch, ktory sa ztohto hladiska pouziva aj ako substrat pre CDK-cyklinovy
komplex pri fosforylacnej eseji (assay).

Po prvy krat bola uloha CDK identifikovana u kvasiniek a v suvislosti s regulaciou
mitotickych procesov zivocisSnych buniek, ato ako tzv. MPF (mitosis promoting factor).
Dalsou analyzou sa zistilo, z¢ ide o komplex CDK a cyklinu, pricom podla prvotnej
identifikacie bola tato kindza pomenovand cdc2 (cell division cycle) (Nurse a Thuriaux,
1980)a podl'a molekulovej hmotnosti p34 (34 kDa) (Simanis a Nurse, 1986).

Napriek tomu, ze sekvenacia kvasinkového gendmu odhalila pritomnost’ 5 CDK medzi
113 proteinovymi kindzami (Hunter a Plowman, 1997), je ukvasiniek Saccharomyces
cerevisiae a Schizosacchromyces pombe zodpovednd za regulaciu celého bunkového cyklu
jedind CDK - Cdc28/Cdc2 (Nurse a Bissett, 1981; Mendenhall a Hodge, 1998), ktora bola
sucasne objavena u oboch tychto modelovych organizmov, z ¢coho vyplyva jej oznacenie. Tato
kin4za sa moZe viazat’ s rdznymi cyklinmi v zdvislosti od fazy bunkového cyklu, ¢im sa meni
repertoar fosforylovanych cielovych proteinov. Takto dokéze jedind CDK regulovat’ ako
vstup do S fazy (G1/S prechod), tak aj do mitézy (G2/M prechod) (Francis, 2007).

U vysSich eukaryotov je, na rozdiel od kvasiniek, pocet CDK podielajucich sa na
reguldcii bunkového cyklu podstatne vyssi. V kazdej faze bunkového cyklu je pritomna
Specifickd cyklin-dependentnd kindza, ktord sa viaze so Specifickym cyklinovym partnerom
(Pines, 1993). Je identifikovanych 12 Tudskych CDK (Kaldis, 1999), z ktorych len 5 sa
aktivne podiela na regulacii bunkového cyklu, konkrétne v G1 faze su to Cdk4, Cdk6 a Cdk2,
S faze - Cdk2, G2 a mitéze - Cdkl (Vermeulen et al., 2003). Cdk7 v komplexe s cyklinom H
tvori CDK aktiva¢ni kindzu (CAK), ktora sa zucastiiuje vsetkych faz bunkového cyklu

(Fisher a Morgan, 1994). Vyssi pocet CDK, moznost’ vizby s roznymi cyklinmi a pritomnost’

10



vacsieho mnozstva proteinov (CAK, CKI...) regulujucich aktivitu samotnych CDK-
cyklinovych komplexov svedc¢i o komplexnejSej a SpecializovanejSej kontrole bunkového

cyklu vyssich eukaryot.

2.2.2. Cykliny

Cykliny predstavuju rodinu proteinov s kratkym pol¢asom rozpadu, ktorych mnozstvo
sa periodicky meni po¢as bunkového cyklu, od ¢oho bol odvodeny aj ich ndzov (Evans et al.,
1983). Tvoria regulacnli podjednotku heterodimerickych komplexov CDK-cyklin, pricom ich
viazba s CDK je nevyhnutni pre aktivaciu jej kindzovej aktivity. Pri vysokej koncentracii
cyklinu v bunke sa tento viaze na danu kindzu, ¢im ju aktivuje a v ¢ase, ked’ nastane znizenie
jeho hladiny, sa z komplexu s CDK uvolfiuje a ndsledne sa inhibuje aj enzymova aktivita
CDK (Kong et al., 2000). K periodickému kolisaniu hladiny cyklinov po¢as bunkového cyklu
dochddza v doésledku rychlych zmien syntézy (transkripcie) a proteolyzy (ubiquitinom
riadenej degradacie) tychto proteinov (Morgan, 1995).

Cykliny tvoria r6znorodu skupinu proteinov s nizkou homologiou, ktoré vSak zdiel'aju
velky, aj ked’ slabo konzervovany, usek zodpovedny za ich vdzbu s CDK, tzv. jadro cyklinu.
Je tvorené asi 250 aminokyselinami a organizované do dvoch zdhybov s piatimi o helixmi.
Prvy zahyb sa sklada zo sekvencie asi 100 aminokyselin (tzv. cyclin box) (Noble et al., 1997)
a vykazuje najvysSiu konzervovanost’ (Dewitte a Murray, 2003). Niektoré cykliny (CycA
a CycB) obsahuju d’alSiu dolezita sekvenciu, a to predovsetkym z hl'adiska bunkového cyklu,
tzv. ,destruction box“, ktory je nevyhnutny pre ubiquitindciu anésledné proteolytické
Stiepenie cyklinov (Francis, 2007).

Rézne cykliny sa zucastiuji r6znych faz bunkového cyklu (Vermeulen et al., 2003) a st
Specifické pre urcitt CDK. Cyklinova podjednotka ovplyviuje lokalizaciu aj substratova
Specificitu katalytickej kindzovej podjednotky. Cykliny sa podla funkénej prisluSnosti
k jednotlivym fazam bunkového cyklu a sekvencnej pribuznosti delia do niekol’kych skupin.
U Saccharomyces cerevisiae boli identifikované cykliny G1 fazy (Clnl, CIn2 a CIn3), S fazy
(CIbS5 a CIb6) a cykliny M fazy (Clbl, Clb2, Clb3 a Clb4), ktoré pdsobia pri prechode z G2 do
fazy M (Nasmyth, 1995, 1996). U Zivoc¢ichov bolo identifikovanych 13 tried cyklinov (A-L
a T) (Pines, 1995) zatial’ ¢o u rastlin len 7 (A, B, C, D, H, P, T), avSak medzi ne sa zarad’uje
60 znamych génov rastlinnych cyklinov, ¢o je ovela viac ako uinych organizmov. Na
bunkovom cykle sa spomedzi nich podielaju len 3 triedy - A (S faza), B (mit6za) a D (Gl
faza) (Francis, 2007). Cykliny typu D reguluju G1/S prechod, cykliny typu A zodpovedaju
za S/M prechodny bod a cykliny typu B vykonavaju funkciu v G2/M prechode a samotne;j
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mitéze (Breyne a Zabeau, 2001). Zatial' ¢o rastlinné cykliny A a B maju homology u
zivocichov, cykliny typu D sa u rastlin a zivoc¢ichov odliSuju (Renaudin et al., 1996) (Murray,

2004).

2.3. Regulacia aktivity CDK

Eukaryotické serin-treoninové kinazy obsahuju 300 aminokyselinové katalytické jadro
(Hanks a Hunter, 1995). Struktura katalytického jadra 'udskej monomérnej CDK2 pozostiva
z malej termindlnej Casti bohatej na B-listy a z vicSej C-terminalnej Casti bohatej na a-helixy.
Na rozhrani N- a C- termindlnej Casti sa nachadza hlboky Zliabok, ktory obsahuje T-slucku
a vdzobné miesto pre ATP fosfat a substrat. V Struktire monomérnej CDK2 sltzia dve oblasti
ako regulacné prvky (De Bondt et al., 1993). Jednou z nich je a-helix s unikatnou sekvenciou
PSTAIRE, ktord sa vyskytuje iba u cyklin-dependentnych kinaz. Druhu tvori T-slucka
s aktivaénym regulaénym miestom.

Krystalograficka analyza komplexu Cdk2-CycA odhalila, Ze tzv. ,,cyklin box* v cykline
predstavuje  klIiCovy prvok pre ich vzijomna interakciu atiez pre interakciu CycA
s cyklin-dependentnymi kindzami pribuznymi s Cdk2 (Jeftrey et al., 1995). Prave tento box sa
viaZe na vysoko konzervovany motiv PSTAIRE kinazy Cdk2 a indukuje konforma¢né zmeny
v katalytickom zliabku (Joubes et al., 2000).

Pre aktivaciu kinaz je rozhodujuce predovsetkym naviazanie cyklinovej podjednotky na
a-helix s motivom PSTAIRE, ¢im kindza ziska Ciasto¢nu aktivitu. K aktivacii kindzy dojde
v dosledku konformacénej zmeny spdsobenej vizbou cyklinu, ktord indukuje rotaciu a-helixu
do katalytického zliabku. Tym sa spristupni aj fosforylacné miesto s konzervovanym
treoninovym zvyskom (Thr160) na T-slucke. Toto je dolezité pre Gplnt aktivaciu komplexu
CDK-cyklin, ktora nastane po fosforylacioi Thr160 prostrednictvom CDK aktiva¢nej kinazy
(CAK) (Fisher a Morgan, 1994). Téato zvySuje kinazova aktivitu az 100-nésobne.
Po fosforylacii Thr160 na T-slu¢ke nastane d’alSia konformacna zmena umoznujuca spravne
naviazanie substratu a ATP (Dewitte a Murray, 2003).

Pre d’al$iu reguléciu aktivity komplexu CDK-cyklin je dolezita inhibi¢na fosforylacia na
treoninovom (Thr14) a tyrozinovom (Tyr15) zvysku v blizkosti ATP-vdzobného miesta, ktort
katalyzuje kindzy Weel (Russell a Nurse, 1987). Fosforylovany treonin a tyrozin brania
naviazaniu ATP na komplex CDK-cyklin, a to v dosledku vzniku elektrostatického odporu
medzi fosfatmi naviazanymi na CDK a fosfatmi v molekule ATP (Lodish et al., 1999).
V takto fosforylovanom stave je komplex CDK-cyklin inaktivny apre jeho aktivaciu je

potrebné odstranit’ inhibi¢né fosfaty z Thrl4 a Tyrl5, co zabezpecuje fosfataza Cdc25
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(Russell a Nurse, 1986, 1987). Vznikne plne aktivny komplex CDK-cyklin, ktory ma
fosforylovany len Thr160 na T-slucke.

Regulacia aktivity komplexov CDK-cyklin, nie je teda regulovana len prostrednictvom
mnozstva CDK a cyklinov v bunke, ale aj cez aktivacnu a inhibi¢nu fosforylaciu a interakciu

s roznymi regulacnymi proteinmi.

2.3.1. Aktivatory

CDK-aktivaéné kinazy (CAK) zohravaju délezitu ulohu v regulacii bunkového cyklu
prostrednictvom aktivacie CDK. Fosforyluju konzervovany treoninovy zvysok (Thr160) na
T-sl'ucke CDK, ktora v nefosforylovanom stave blokuje vstup substratu do katalytického
zliabku (Nigg, 1996).

U stavovcov je CAK komplex zlozeny z katalytickej podjednotky Cdk7 a regulacnej
podjednotky cyklinu H (Fisher a Morgan, 1994). Samotnd Cdk7 ma nizku CAK aktivitu,
ktora sa vsak v pritomnosti cyklinu H signifikantne zvy3uje. Dalsou zlozkou komplexu je
protein Matl, ktory cely komplex stabilizuje (Tassan et al., 1995). Tento triméricky CAK
komplex bol identifikovany aj ako transkripény faktor TFIIH (Shiekhattar et al., 1995), ¢o
naznacuje dudlnu funkciu CAK - v reguldcii bunkového cyklu a v regulacii bazalnej
transkripcie.

CAK komplex kvasinky S. pombe je zlozeny z niekolkych proteinov, ktoré¢ s blizko
pribuzné zlozZkam CAK komplexu stavovcov (Cdk7, CycH a Matl) a je schopny fosforylovat’
kindzu Cdc2 ako aj C-terminidlnu doménu (CTD) RNA polymerdzy II (Damagnez et al.,
1995). Podobne je to aj u S. cerevisiae, ale tato obsahuje dva CAK komplexy. Jeden s kindzou
Kin28p zodpovednou za fosforylaciu CTD (Feaver et al., 1994) a druhy s kinazou Caklp
fosofrylujiicou Cdc28 (Espinoza et al., 1996).

U rastlin su zname dva typy CAK — CdkF (Umeda et al., 1998; Umeda et al., 2000),
ktora dokaze komplementovat’ CAK (csk1) mutaciu u kvasiniek (Umeda et al., 2005) a CdkD,
homolog zivocisnej Cdk7, ktora je aktivna v komplexe s cyklinom H (Dewitte a Murray,
2003). CdkF je rastlinne Specifickd CAK, ktord na rozdiel od CdkD, pre svoju aktivaciu
nevyzaduje vizbu s cyklinom H (Yamaguchi et al., 2003). Vysledky z poslednych rokov
naznacuju, ze CdkF fosforyluje a aktivuje CdkD u Arabidopsis (Shimotohno et al., 2004),
teda sluzi ako CAK-aktivacnd kindza (CAKAK). CdkD je funkcéne pribuzna CAK zo
stavovcov a je schopna fosforylovat’ C-terminadlnu doménu (CTD) velkej podjednotky RNA
polymerazy II (Inze a De Veylder, 2006). Preferencne sa exprimuje pocas S fazy bunkového
cyklu (Fabian-Marwedel et al., 2002).
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2.3.2. Regulacia fosforylacie Thr14/Tyr15

Mitotické komplexy CDK-cyklin sformované pocas S a G2 fazy sa v bunke udrzuju
v inaktivnom stave prostrednictvom inhibi¢nej fosforylacie na Tyrl5 (kvasinky) resp. na
Tyrl5 a Thrl4 (vysSie eukaryoty) (De Veylder et al., 2003). Za tato fosforylaciu je
zodpovedna rodina kindz, do ktorej sa zaraduju Weel (Russell a Nurse, 1987), Mikl
(Lundgren et al., 1991) a Mytl (Mueller et al., 1995) kinazy. Pre aktivaciu tychto komplexov
je nevyhnutna fosfatdza Cdc25.

2.3.2.1. Kinaza WEE1

Za inhibi¢nu fosforylaciu Cdc2 u kvasinky S. pombe st zodpovedné dve kinazy z rodiny
Wee kindz - Weel a Mikl (Lundgren et al., 1991), obe fosforyluju Tyrl5 a Weel aj Thr14
(Den Haese et al., 1995). Zatial’ ¢o Weel v bunkach S. pombe inhibuje vstup do mitézy na
zéklade velkosti buniek, Mikl reaguje na replikacny stres (Rhind a Russell, 2001).
U kvasinky S. cerevisiae je pritomny homolég WEEI oznafovany ako SWE! a je zodpovedny
za fosforylaciu tyrozinového zvySku kindzy Cdc28 (Booher et al., 1993). V Zivocisnych
bunkach boli identifikované dve kinazy zodpovedné za inhibi¢nt fosforylaciu - Weel, ktora
fosforyluje Tyrl5 a Mytl fosforylujuca preferencne Thrl4, menej Tyrl5 (Mueller et al.,
1995). Weel/Mik1 typy kinaz boli identifikované v mnohych eukaryotoch ako je S. cerevisiae
(Booher et al., 1993), Drosophila (Campbell et al., 1995), Xenopus (Mueller et al., 1995), mys
(Honda et al., 1995) a ¢lovek (Igarashi et al., 1991; Parker et al., 1995; Watanabe et al., 1995).
U rastlin boli identifikované homology WEEI u kukurice (Sun et al., 1999), Arabidopsis
(Sorrell et al., 2002) a paradajky (Gonzalez et al., 2004), priCom kukuri¢na WEEI vykazuje
najvyssiu homologiu (50 %) s l'udskou WEEI (Sun et al., 1999). U Arabidopsis nebola Mik1
ani Mytl identifikovana (Francis, 2007).

Hlavnou funkciou kinazy Weel u kvasiniek a cicavcov je regulacia bunkového cyklu,
konkrétne prechod z G2 do M fazy (Dunphy, 1994), avSak zistila sa jej uloha aj v S faze.
Ludskéd Weel dokaze fosforylovat’ mitoticky Cdk1-CycB komplex rovnako ako aj komplexy
Cdk2-CycE (CycA) nevyhnutné pre vstup do S fazy (Watanabe et al., 1995; Booher et al.,
1997). U S. pombe a cicavcov su kinazy Weel a Mikl stucastou ,,DNA damage checkpoint*
(kontrolného bodu poskodenia DNA). Weel je u kvasinky S. pombe hyperfosforylovana Chk1
(checkpoint kindzou 1) v bunkidch ovplyvnenych UV ziarenim (O'Connell et al., 1997;
Raleigh a O'Connell, 2000), zatial ¢o Mikl sa akumuluje v bunkach s poskodenou DNA

v zavislosti na kinaze Chk1 (Baber-Furnari et al., 2000).
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Rastlinné homoldégy Weel maju funkéné vlastnosti, ktoré st charakteristické pre
kvasinkové aj zivociSne kindzy Weel. Overexpresia ZmWEEI a AtWEEI v kvasinke
S. pombe ma za nasledok inhibiciu bunkového delenia a signifikantné prediZenie buniek
v porovnani s kontrolnymi bunkami (Sun et al., 1999; Sorrell et al., 2002), ¢o sa deje aj
v l'udskych bunkédch abunkach S. pombe po overexpresii WEEI (Igarashi et al., 1991).
In vitro kindzova esej odhalila, Ze GST-fizovany protein ZmWeel dokaze inhibovat’ aktivitu
CDK (Sun et al., 1999), avSak doposial’ nebola u rastlin popisana Specifickd fosforylacia na
tyrozinovom zvysku CDK v oblasti ATP viazuceho miesta.

Najvyssia expresia WEEI u Arabidopsis (Sorrell et al., 2002) a paradajky (Gonzalez
etal.,, 2004) bola zaznamenana v pletivach s vysokou frekvenciou bunkového delenia, ¢o
naznacuje jej ulohu v regulacii bunkového delenia. Gonzalez a kol. zistili, Ze expresia WEE]
je regulovand v priebehu bunkového cyklu a k najviacse; akumulacii Weel transkriptu
dochddza v S faze (Gonzalez et al., 2004). Podobny priebeh expresiec ma aj WEEI
z Arabidopsis (Menges et al., 2003).

Rastlinna kindza Weel je okrem regulacie bunkového cyklu zahrnuta aj v dalSich
procesoch. Je vysoko pravdepodobné, Ze sa zOCastiiuje mechanizmu, ktory spdsobuje
zastavenie bunkového cyklu v G2/M prechodnom bode abunky tak vstupuju do
tzv. endocyklu. Vysoka hladina ZmWeel transkriptu bola zaznamenand v endosperme
kukurice v case, ked’ v jadrach endospermu prebiehala endoreduplikacia (Sun et al., 1999).
Podobne u paradajky, expresia WEEI bola zaznamenand v tych Castiach plodu, v ktorych
v priebehu vyvoja dochddzalo k endoreduplikacii (Gonzalez et al., 2004). Tato regulacia
pravdepodobne suvisi s fosforylaciou mitotickej CDK atym jej inhibiciou a zaroven
s aktivaciou CDK, ktord je Specifickd pre S fazu bunkového cyklu (Sun et al., 1999).
Predpoklada sa, ze ak WEEI kontroluje priebeh endocyklu, deje sa tak v zavislosti na
druhovej Specificite (De Schutter et al., 2007).

Dal$ou vyznamnou ulohou kindzy Weel je kontrola DNA checkpointu u rastlin
vystavenych stresovym podmienkam (Boudolf et al., 2006). Rastliny Arabidopsis thaliana
s weel deléciou su schopné rast’ normalne za optimalnych kultivaénych podmienok, ale
vykazuju hypersenzitivitu k ¢inidlam poskodzujicim DNA. V S§tandardnych bunkach tieto
agensy indukuju zvySenu expresiu WEEI, ¢o vedie k zastaveniu bunkového cyklu. Toto
naznacuje, ze Weel je podstatnou zlozkou mechanizmu, ktory prepdja mitozu s DNA
reparaciou v bunkach s poskodenou DNA (De Schutter et al., 2007). Dokonca sa zda, Ze

u Arabidopsis nie je kindza Weel limitujuca pre priebeh normalneho bunkového cyklu, avsak
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je esencialnym komponentom pre zastavenie bunkového cyklu po poskodeni DNA (Boudolf

et al., 2006; De Schutter et al., 2007).

2.3.2.2. Fosfataza CDC25

Pre aktivacnu fosforylaciu komplexu CDK/cyklin je u S. pombe nevyhnutna funkcna
fosfataza Cdc25. Je to dudlne Specifickd fosfatdza, ktord defosforyluje Thr14 a TyrlS5, ¢im
znovu aktivuje komplex CDK-cyklin a umozni vstup bunky do M féazy. Jej homology boli
najdené aj u d’alSich eukaryotov. U S. cerevisiae sa oznacuje ako Mihl (Pal et al., 2008).
Zivo¢ichy maju niekol’ko fosfataz Cdc25, napr. u Xenopus laevis st pritomné 3 — Cdc25A, B
a C (Izumi et al., 1992). V cicav¢ich bunkach Cdc25C defosforyluje komplex Cdk2/CycB1
(Strausfeld et al., 1994) a je esencidlna pre prechod bunky G2/M fazou (Heald et al., 1993).
Cdc25A je dolezita pre replikaciu a vstup do S fazy (Hoffmann et al., 1994), zatial’ ¢o Cdc25B
zohréava pravdepodobne tlohu v mitéze spolu s Cdc25C (Karlsson et al., 1999).

Vynimku predstavuje rastlinna risa, kde fosfataza Cdc25 bola doposial’ identifikovana
len u jednobunkovej riasy Ostreococcus taurii (Khadaroo et al., 2004). Napriek tomu, Ze
genomy Arabidopsis, ryze aj Chlamydomonas boli kompletne osekvenované, ziaden gén
kédujuci fosfatdzu Cde25 nebol doposial’ identifikovany (Vandepoele et al., 2002; Bisova et
al., 2005). Avsak pritomnost’ antagonistickej kinazy Weel ako aj biochemické a genetické
analyzy naznacuju, Ze vysSie rastliny maju fosfatdzu aktivujucu CDK-cyklinové komplexy
(Zhang et al., 1996). V roku 2004 bol u Arabidospis identifikovany protein podobny fosfataze
Cdc25 s funkénou fosfatdzovou doménou srodaninom, ktory je schopny viazat' sa na
fosfotreonin 14 a fosfotyrozin 15 a nésledne aktivovat’ CDK in vitro. Na rozdiel od klasicke;j
fosfatazy Cdc25 chyba tomuto novému proteinu N-termindlna regulatnd doména, ktora je
typickd pre Cdc25 (Landrieu et al., 2004). Taktiez nie je schopny komplementovat cdc25
mutaciu u kvasiniek a jeho overexpresia alebo down-regulacia neovplyvituje bunkovy cyklus
rastlin (Inze a De Veylder, 2006).

Na regulécii samotnej fosforylacie sa podiel’aju aj rozne extracelularne podnety ako je
vysoky osmoticky tlak (Shiozaki a Russell, 1995), vapnik (Mizunuma et al., 1998) resp. UV
ziarenie (O'Connell et al., 1997). Posledny spominany agens je aktivne vyuzivany réznymi
signalnymi drahami pre zastavenie bunkového cyklu. Napr. u S. pombe a cicavcov, ale taktiez
rastlin, UV Ziarenie spusta ATM (ataxia telangiectasia mutated) a ATR (ATM and Rad3-
related) kindzovu signalnu kaskadu, ktora stcasne aktivuje reparacné komplexy a zaroven
zastavuje bunkové delenie (Zhou a Elledge, 2000; Abraham, 2001; Garcia et al., 2003; Kurz
a Lees-Miller, 2004).
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2.3.3. Inhibitory

Inhibitory CDK hrajii vyznamnua tlohu v kontrole bunkového cyklu. Oznacujt sa ako
CKI (CDK inhibitors) a ich tllohou je viazat’ a inhibovat CDK (Morgan, 1997).

U Saccharomyces cerevisiae boli identifikované tri CKI (Farlp, Siclp a Pho81p),
z ktorych kazdy mé ulohu vinej faze bunkového cyklu (Mendenhall, 1998). Kvasinka
Schizosaccharomyces pombe ma tito situaciu ovel'a jednoduchsiu, ked’ze je u nej pritomny
len jeden CKI (Ruml) kontrolujici mitotické CDK-cyklinové komplexy (Moreno a Nurse,
1994).

Sedem CKI, ktoré sa delia do dvoch vel'mi odlisnych tried, bolo identifikovanych
u cicavcov. INK4 rodina selektivne inhibuje CDK G1 fazy (Cdk4 a Cdk6), zatial’ o Cip/Kip
rodina je zamerand na Siroké spektrum CDK-cyklinovych komplexov zahrnutych v kontrole
G1/S aj G2/M prechodu (Nakayama a Nakayama, 1998). Clenovia tejto rodiny mézu
interagovat’ s monomérmi, ale s ovel'a vys$Sou afinitou sa viazu ku komplexom CDK-cyklin
(Joubes et al., 2000).

U rastlin si CKI zndme ako KRP (Kip-related proteins) alebo ICK (Interactors of Cdc2
kinase) a pravdepodobne su schopné viazat samotnu CDK ako aj cyklinovil podjednotku
(Wang et al., 1999). KRP st odvodené od cicavc¢ich proteinov Cip/Kip, s ktorymi maju
podobni N-terminalnu doménu (De Veylder et al., 2001). Rastlinné CKI sa vyznacuju
Specifickou Struktirou. VSetky maji na C-termindlnom konci lokalizovanu konzervovanu
doménu z 31 aminokyselin, ktord viaze CDK a cykliny a je esencidlna pre inhibi¢nt aktivitu
tychto proteinov (Wang et al., 1997; De Veylder et al., 2001).

Dizka a primarna §truktira N-terminalnej Gasti rastlinnych CKI (ICK, KRP) vysoko
variruje medzi jednotlivymi rastlinnymi druhmi (De Veylder et al., 2001). Funkéné analyza
naznacuje, Ze N-terminalna doména obsahuje sekvenciu, ktora znizuje proteinovu stabilitu in
vivo, a teda pravdepodobne zodpoveda za selektivnu degradaciu proteinov CKI v rdéznych
fazach bunkového cyklu (Zhou et al., 2003).

Mnozstvo proteinov CKI v rastlinnej bunke je regulované podobne ako u cicavcov
a kvasiniek, ato prostrednictvom fosforylacie cyklin-dependentnymi kindzami, naslednym
rozpoznanim fosforylovanych proteinov a ich degradéaciou v proteazéme (Vlach et al., 1997,
Nishizawa et al., 1998). Napriklad u Arabidopsis je proteolyza proteinu Krp2 kontrolovana
CdkB fosforylaciou (Verkest et al., 2005).

Niektoré z rastlinnych CKI st schopné viazat' sa s CdkA (ICK1, 2, 7), avSak priama

interakcia s CdkB zatial' identifikovana nebola (Zhou et al., 2002). Pomocou kvasinkového

17



dvoj-hybridého systému vsak boli identifikované interakcie proteinov KRP pochadzajicich
z Arabidopsis a tabaku s cyklinmi typu D a A. Toto naznacuje, ze KRP st pravdepodobnymi
regulatormi CDK-CycD komplexov (Wang et al., 1998; De Veylder et al., 2001; Jasinski
et al., 2002) a taktiez komplexov CDK-CycA (Coelho et al., 2005).

Proteiny CKI sa prostrednictvom regulacie aktivity CDK-cyklinovych komplexov
podielaju aj na kontrole endoreduplikacie, konkrétne na ,,prepinani“ medzi Standardnou
mitdézou a endoreduplikaciou. Slabd overexpresia proteinu /CK2/KRP2 alebo CKII/KRPI
u Arabidopsis Specificky inhibuje mitoticky CdkA-cyklinovy komplex, ¢o vedie k spusteniu
endoreduplikacie (Verkest et al., 2005; Weinl et al., 2005).

2.4. Kontrola bunkového cyklu rastlin

Hoci bunkové delenie rastlin prebieha podobne ako u ostatnych eukaryotov, predsa len
sa u neho vyskytujl urcité odliSnosti. Vac¢sina regulacnych proteinov ako napr. cykliny a CKI
sa urastlin nachddzaju vo vacSom pocte, co odraza schopnost’ rastlin modifikovat’ ich
post-embryonalny vyvin. Taktiez niektoré rastliny opakovane replikuja DNA bez
predchéadzajucej mitézy (endoreduplikacia), ¢im zvysuja ploiditu svojich buniek a pletiv.

Gény pre CDK a mitotické cykliny boli prvé gény bunkového cyklu charakterizované u
rastlin (Colasanti et al., 1991; Ferreira et al., 1991; Hirt et al., 1991). Prvy rastlinny homolog
CDC?2 bol identifikovany u jednobunkovej riasy C. reinhardtii a tiez u pSenice v roku 1989
(John et al., 1989). Za nim nasledovalo mnozstvo d’alSich objavov, vratane prvého rastlinného
cyklinu identifikovaného v roku 1991 (Hata et al., 1991).

V sucasnosti predstavuju rastlinné CDK asi 50 odlisSnych sekvencii u viac ako
dvadsiatich druhov nizsich i vysSich rastlin (Joubes et al., 2000). VSetky vykazuji vysoky
stupet homologie a zaroven aj urCité Struktirne a funkéné odliSnosti v porovnani so

zivo¢isnymi a kvasinkovymi CDK (Jacobs, 1995; Mironov et al., 1999; Umeda et al., 1999).

2.4.1. Rastlinné cyklin-dependentné kinazy (CDK)

Rastliny koduju 7 tried CDK oznacenych vel'kymi pismenami A - G (CDKA-G) (Joubes
et al., 2000; Umeda et al., 2005; Francis, 2007) a novu triedu tzv. CKL (CDK-like kinases)
proteinov identifikovanych v roku 2005 (Menges et al., 2005).

Najpocetnejsiu rodinu kinaz predstavuje CDKA, ktora ako jedind zahifia CDK s cyklin
vizobnym motivom PSTAIRE a zaroven je to jediny typ CDK u vysSich rastlin, ktory
komplementuje kvasinkovii mutaciu cdc2/cdc28 (Colasanti et al., 1991; Ferreira et al., 1991;

Hirt et al., 1993). U Arabidopsis je kdédovana jednym génom a podobne ako u ostatnych
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rastlin, hladina jej mRNA zostava pocas celého bunkového cyklu konstantna (Sorrell et al.,
2001; Menges a Murray, 2002). Rovnako ani proteinova hladina CdkA sa pocas cyklu nemeni
(Magyar et al., 1997). Aktivita CdkA je regulovand post-translacne (Hemerly et al., 1995),
stupa pocas G1 fazy a maximum dosahuje v S faze (Dewitte a Murray, 2003), priCom zohrava
dolezita ulohu v G1/S a G2/M prechode (Umeda et al., 2005; Inze a De Veylder, 2006).
Expresia CDKA je viazand na pletiva udrzujuce si deliacu schopnost’ (Segers et al., 1996) a jej
aktivita je esencidlna pre delenie buniek (Dewitte a Murray, 2003). Lokalizacia CdkA pocas
bunkového cyklu naznacuje jej funkciu. Behom interfizy ju mézeme detekovat v jadre
a v cytoplazme asociovanej s chromatinom, v priebehu mitézy je lokalizovana v blizkosti
chromatinu (profaza), mitotického vretienka (prometataza, anafaza) a fragmoplastu (telofaza)
(Weingartner et al., 2001), ¢o indikuje kl'ucova ulohu CdkA v kontrole dynamiky
mikrotubulov a tym aj v priebehu mitdzy (Steinborn et al., 2002).

CDKB je unikatna trieda CDK vyskytujtca sa len u rastlin (Joubes a Chevalier, 2000;
Boudolf et al., 2001). Motiv PSTAIRE je u nej modifikovany na PPTALRE resp. PPTTLRE,
¢o hovori o pritomnosti dvoch podskupin — CDKB1 a CDKB2 (Vandepoele et al., 2002). Oba
typy sa vyznacuju expresiou zavislou od fazy bunkového cyklu, ¢o zatial’ nebolo pozorované
u ziadnej inej CDK izolovanej z ostatnych eukaryotov (Mironov et al., 1999; Dewitte
a Murray, 2003). Expresia CDKB prebieha v aktivne sa deliacich pletivach s vynimkou pletiv
podliehajucich endoreduplikacii (Riou-Khamlichi et al., 1999) a pravdepodobne je limitujica
pre prechod bunky G2/M bodom (Porceddu et al., 2001). Rastliny Arabidopsis s nadexpresiou
dominantne negativnej alely CDKBI;l pred¢asne vystupuju z bunkového cyklu (Boudolf
etal., 2004), ¢o je unich spojené so zaliatkom endoreduplikdcie. CDKBI;I je teda
zodpovedna za potlacenie pred¢asného ukoncenia bunkového cyklu a zaroven za inhibiciu
endoreduplikécie, ¢o sa deje prostrednictvom fosforylacie CDK-inhibi¢ného proteinu ICK2
(Verkest et al., 2005). Oba typy CDKB vykazuji maximalnu kindzovu aktivitu v ¢ase mitdzy
(Inze a De Veylder, 2006), avsak liSia sa v ¢ase transkripcie v priebehu bunkového cyklu.
CDKBI transkript sa hromadi pocas S, G2 a M fazy, zatial’ ¢o transkript CDKB2 sa objavuje
neskor, v G2 aM faze (Fobert et al., 1996; Umeda et al., 1999; Porceddu et al., 2001).
Rastlinné CDKB nie su schopné komplementovat’ kvasinkové cdc2/cdc28 mutanty (Mironov
et al., 1999; Boudolf et al., 2004). V sucasnej dobe vsak bolo zistené, ze CDKB z morskej
jednobunkovej riasy Ostreococcus tauri (Corellou et al., 2005) a podobne aj zo sladkovodne;
riasy C. reinhardtii (Cizkova et al., 2008) st schopné komplementovat’ kvasinkovii cdc28
mutaciu. U C. reinhardtii je pritomny len jeden gén pre CDKB, ktory zodpoveda génu pre
CDKB1 z vyssich rastlin (Bisova et al., 2005).
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Uloha CDKC a CDKE v bunkovom cykle nie je Gplne objasnend. CdkC vytvara
komplex s CycT azohrava pravdepodobne ulohu v elongécii transkripcie (Barroco et al.,
2003), pripadne u Medicago truncatula vo fosforylacii proteinu RBR (retinoblastoma-
related), ¢o modze suvisiet s ulohou v kontrole bunkovej diferencidcie prostrednictvom
inaktivacie proteinu RBR (Fulop et al., 2005).

CDKE sa pravdepodobne podiel’a na regulacii RNA polymerazy I1 (Francis, 2007) a tiez
na diferencidcii listov a kvetnych orgdnov (Wang a Chen, 2004).

CDKD a CDKF maji ulohu v aktivacii CDK. CdkF posobi ako CAKAK (CAK
aktivatna kinaza) a fosforyluje a aktivuje CdkD. Aktivovana CdkD zryze dokaze
fosforylovat’ nielen CdkA zryze, ale aj I'udska Cdk2 a CTD doménu velkej podjednotky
RNA polymerdzy Il z Arabidopsis (Shimotohno et al., 2004), ¢o naznauje jej Ulohu
v regulécii transkripcie (Umeda et al., 2005). Gén CDKD uryze sa preferencne exprimuje
pocas G1 a S fazy bunkového cyklu (Umeda et al., 1999).

CDKG bola identifikovana na zéklade konzervovaného motivu PLTSLRE a homoldgie
s l'udskou kindzou (motiv PITSLRE) asociovanou s galaktozyltransferazou (p58/GTA)
(Menges et al., 2005).

Proteiny CKL boli prvy krat identifikované u Arabidopsis, kde tvoria samostatnu
skupinu 15 pribuznych sekvencii ozna¢enych ako CKLI-15 (Menges et al., 2005). Vykazuju
vysoku homologiu s CDK v tych Castiach proteinu, ktoré su ekvivalentné ku konzervovanym
fosforylovanym zvySkom ako je Thr160 v T-sl'ucke, rovnako ako aj k Thr15 a Tyr16 kinazy
CdkA z Arabidopsis. Hoci je PSTAIREI cyklin vdzobny motiv z CdkA nahradeny v CKL
podobnou sekvenciou (V,ILL)(K,R)JFMAREI, =zachovanie klucovych fosforylovanych
zvySkov naznacuje paralelny mechanizmus aktivacie CDK a CKL kinaz. Gény pre kinazy
CKL vykazuja vysoku pletivovl $pecificitu v porovnani s ostatnymi génmi bunkového cyklu
a tiez expresia niektorych zavisi na faze bunkového cyklu. U takychto CKL sa predpoklada,
ze by mohli zohravat’ ulohu v regulacii bunkového cyklu (Menges et al., 2005). Proteiny CKL
boli identifikované aj u inych rastlinnych druhov, avsak celkovy pocet ¢lenov tejto rodiny este

nie je znamy.

2.4.2. Rastlinné cykliny

Rastliny obsahuji na rozdiel od inych organizmov ovela vys$$i pocet cyklinov
(Vandepoele et al., 2005). Napr. Arabidopsis thaliana koéduje prinajmensom 32 cyklinov,
ktoré sa zucastiiuju bunkového cyklu. Bolo u nej identifikovanych 10 cyklinov typu A, 11

cyklinov typu B, 10 cyklinov typu D a 1 cyklin H. Okrem toho obsahuje asi 17 cyklinom-
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podobnych génov (typy C, P, L aT), ktoré sice mdzu asociovat s CDK, ale uloha
v bunkovom cykle nebola identifikovana ani u jedného z nich (Wang et al., 2004).

A a B typ cyklinov bol izolovany u r6znych rastlinnych druhov a je sekven¢ne pribuzny
zivo¢iSnym typom cyklinov (Renaudin et al., 1996). Ich hladina v bunke je prisne
kontrolovana proteolyzou =zavislou od priebehu bunkového cyklu aje zabezpecena
prostrednictvom N-terminalnej sekvencie, tzv. destruk¢ného boxu (Genschik et al., 1998).

Cykliny typu A zahfiaja tri odliSné podtriedy — CYCA1, CYCA2 a CYCA3 (Renaudin
et al., 1996). Expresné analyzy naznacuju, ze A cykliny sa exprimuju pred cyklinmi typu B,
pred zaciatkom S fazy (Fuerst et al., 1996; Ito et al.,, 1997). Analyza cyklinov u tabaku
odhalila, ze r6zne podtriedy cyklinov sa mézu exprimovat v réznych fazach bunkového
cyklu, a teda pravdepodobne zohrévaju aj odlisnt biologicku ulohu (Reichheld et al., 1996).
CycA3 ma pravdepodobne tlohu v znovuspusteni bunkového cyklu alebo prechode bunky
G1/S bodom (Meskiene et al., 1995). Analyza fazneho proteinu CycA3-GFP odhalila jeho
pritomnost’ v jadre a jadierku pocas S fazy, zatial’ ¢o v bunkéach prechadzajicich mit6ézou jeho
pritomnost’ detekovana nebola (Criqui et al., 2001).

Cykliny typu B zahfiiaji dve podtriedy, CYCB1 a CYCB2 (Renaudin et al., 1996).
Nedavno vSak bola u Arabidopsis identifikovana aj tretia podtrieda, CYCB3, tvorena
proteinmi podobnymi cyklinom B, vyznacujiicimi sa absenciou typického deStrukéného boxu
(Vandepoele et al., 2002). Primarny transkript CYCB chyba pocas S fazy, zaCina stupat’ v G2,
pricom maximum dosahuje poc¢as G2 a v skorej mitoze, ndsledne v priebehu mitdézy dochadza
k rychlemu poklesu jeho hladiny (Hirt et al.,, 1992; Menges a Murray, 2002). Z toho sa
usudzuje, ze cyklin B sa podiel'a na prechode bunky G2/M bodom (Dewitte a Murray, 2003).
Regulécia hladiny CycB prebieha na transkripcnej Grovni, ale aj prostrednictvom proteolyzy
za ucasti APC (anaphase promoting complex). Degradacia CycB APC komplexom indikuje
prechod bunky z metafazy do anafazy (Genschik et al., 1998).

Cykliny typu D pdsobia v G1 faze a st Strukturne podobné cicavéim D cyklinom
(Dewitte a Murray, 2003). Vacsina cyklinov typu D obsahuje typicky motiv LXCXE pre
vézbu proteinu Rb (Huntley et al., 1998; Vandepoele et al., 2002) a PEST sekvenciu potrebn
pre proteinovu degradaciu (Oakenfull et al., 2002). Za charakteristickt funkciu cyklinov D je
povazované spustenie replikdcie DNA, ale cyklin D3 je schopny indukovat aj mitézu
(Schnittger et al., 2002).

Gény kodujuce H typ cyklinov boli identifikované u Arabidopsis, ryze a topola.
V deliacich sa bunkach bola zaznamenana vysok4 hladina CYCH transkriptu. Cyklin H

Specificky interaguje s CdkD, ¢im zvySuje jej kindzovu aktivitu. Kedze CdkD ma ulohu

21



v regulacii ako CDK-aktivacnd kinaza, cyklin H predstavuje regulacnu podjednotku tejto

CAK (Yamaguchi et al., 2000).

2.4.3. Vstup rastlinnych buniek do mitézy

Regulacia vstupu buniek do mitoézy predstavuje u vSetkych zivych organizmov délezity
bod, ktory je nevyhnutny pre zachovanie ich integrity. Rastliny sa vyznacuju Specifickou
regulaciou prechodu z G2 do M fazy, Co suvisi so syntézou novej bunkovej steny
a moznostou vstipit do endocyklu (Larkins et al., 2001; Boudolf et al., 2004).

Pocas G2 fazy CdkA aj CdkB moézu asociovat s cyklinom B (Magyar et al., 1997;
Porceddu et al., 2001), pricom CdkB pravdepodobne reguluje rastlinne Specifické procesy
bunkového cyklu (De Veylder et al., 2003). Dalsim regulaénym partnerom tychto kinaz je
pravdepodobne aj A typ cyklinov. CDK-cyklinové komplexy sa formuji uZ pocas S a G2 fazy
avSak v dosledku inhibi¢nej fosforylacie kinazou Weel na Thr14 a Tyrl5 zostavaja inaktivne
ato do doby, kym neddjde kich aktivacii fosfatazou Cdc25, v pripade rastlin zrejme
proteinmi podobnymi fosfataze Cdc25. Tato poc¢as G2/M prechodu defosforyluje CDK na
Thr14 aTyrl5, ¢im sa zabezpe¢i Uplnad aktivacia CdkA(B), ktord potom spitne
prostrednictvom fosforyldcie deaktivuje kinazu Weel a aktivuje fosfatazu Cdc25.

Toto umozni bunkédm vstapit’ do delenia (Francis, 2007) (Obr.7).
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Obr.7: Schéma mechanizmu regulacie G2-M prechodu u rastlin (De Veylder et al., 2003)
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2.4.4. Cyklin-dependentné kinazy a cykliny riasy Chlamydomonas

reinhardtii

Gendm Chlamydomonas kbéduje ortolégy vSetkych hlavnych rastlinnych CDK
a cyklinov, pricom obsahuje aj dve $pecifické CDK a dva cykliny, ktoré neboli identifikované
u vyssich rastlin, hub ani zivoc¢ichov. Zatial’ ¢o u vysSich rastlin vacSina génov regulujicich
bunkovy cyklus podstupila v priebehu evolucie mnohonasobnt duplikéciu (Mironov et al.,
1999; Vandepoele et al., 2002), u Chlamydomonas su tieto regulatory pritomné len v jednej
kopii (Bisova et al., 2005).

V tabulke 1 je prehl'ad proteinov zodpovednych za regulaciu bunkového cyklu
u Chlamydomonas a ich porovnanie s regulatormi u d’al$ich Zivych organizmov - kvasiniek,
rastlin a ¢loveka. U Chlamydomonas su pritomné homology vsetkych typov rastlinnych CDK
(CDKA, B, C, D aE) okrem CDK F. Taktiez koduje aj d’alSich styroch ¢lenov CDK rodiny,
ktori nie si homoldégmi ziadnej znamej CDK u rastlin ani CDK z inych databaz (tab.1)
(Bisova et al., 2005). Dve z tychto novych CDK st kodované génmi CDKGI a CDKG2, ktoré
st si navzdjom velmi podobné, avSak vyrazne sa odliSuju v cyklin vdzobnej doméne
(SDSTIRE a AASTLRE). Tieto domény nie su podobné ani doméne (PLTSLRE) vyskytujucej
sa u CDKGI1 a CDKG?2 v Arabidopsis (Menges et al., 2005) a teda nie su ani jej homoldégmi.
Gén CDKHI koéduje protein s motivom PVSTIRE. Stvrtda CDK kédovana génom CDKII je
pribuznd kindze CDKF u Arabidopsis, ale napriek tomu zjavne nebude jej homoldgom,

pretoze neobsahuje N-terminalnu inzerciu typicka pre CDKF.

Rodina S. cerevisiae lidské | Arabidopsis Chlamy
CDK CDKA 3 (6) 1
CDKB 0
CDKC
CDKD
CDKE
CDKF
CDKG
CDKH
Cyklin cyclin A
cyclin B
cyclin D
cyclin E
cyclin AB
Weel Weel
Cdc25/ -like Cdc25
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Tab.1 Porovnanie regulatorov bunkového cyklu (Bisova et al., 2005)
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Expresné profily cyklin-dependentnych kindz u riasy Chlamydomonas su podobné ako
u rastlin. Mediatorova RNA (mRNA) génu pre CDKA1 je pritomna konStitutivne pocas
celého bunkového cyklu, ale jej expresia je zvySend na zaciatku rastovej fazy a nasledne
poc€as S/M fazy. Primarny transkript génu CDKBI vykazuje 2 vrcholy expresie, jeden pocas
prechodu CP a druhy vel'mi ostry pocas S/M fazy. CDKC1 a E1 su exprimované konstitutivne
pocas celého bunkového cyklu, rovnako ako cyklin-dependentné kinazy CDKGI1 a HI1
Specifické pre Chlamydomonas, avSak len na nizkej trovni. Expresiu CDKD1, G2 a I1 nebolo
mozné z réznych dovodov urcit’ (Bisova et al., 2005).

U riasy Chlamydomonas boli identifikované homology cyklinov typu A a B, oznacené
CYCA1 a CYCBI a tri cykliny typu D, CYCDI1, CYCD2, CYCD3. Pre cykliny typu A a B je
charakteristickd pritomnost’ tzv. destrukéného boxu (D-box) v N-terminalnej doméne, ktory je
zodpovedny za ich degradaciu proteolyzou zévislou na ubiquitine (Glotzer et al., 1991).
Rovnako ako rastlinné a zivociSne D-cykliny aj CycD2 a CycD3 maji v ich N-terminélnej
doméne motiv LXCXE, ktory ich radi do tejto cyklinovej triedy a je zodpovedny za vizbu
proteinu RBR. Chlamydomonas kéduje aj dva nové typy cyklinov. Prvy je oznaceny CycAB1
a s cyklinmi A1 a B1 ma podobny iba D-box motiv v N-terminalej doméne. Druhy CycM1 je
vel'mi odlisny cyklin, ktory nevykazuje podobnost’ s ostatnymi charakterizovanymi skupinami
cyklinov (Bisova et al., 2005). Cyklin H, ktory po vizbe na CDKD tvori CAK komplex
(Fisher a Morgan, 1994; Makela et al., 1994; Yamaguchi et al., 2000), u riasy
Chlamydomonas chyba. Jeho funkciu pravdepodobne plni bud’ CycCl z vel'mi pribuznej
vetvy alebo novy typ CycM1 (Bisova et al., 2005).

Komplexy CDK-cyklin su negativne regulované kinazami Weel, ktoré fosforyluju
konzervovany Tyr zvySok CDK podjednotky, ¢o je doblezité¢ pre presné nacasovanie mitozy
(Gould a Nurse, 1989). Riasa Chlamydomonas ma len jeden homolog Weel, kodovany génom
WEEI. Jeho expresia je zvySena pocas S/M fazy av skorSich Stddiach bunkového cyklu
nebola detekovana (Bisova et al., 2005).

Dualne-Specificka fosfatdza, kdédovana génom CDC25, pdsobi na CDK aktivacne tak, ze
odstrani inhibi¢né fosfatové skupiny pridané kindzou Weel (Russell a Nurse, 1986). Gény
kédujuce funkénu fosfatazu Cdc25 boli objavené u morskej riasy Ostreococcus tauri
(Khadaroo et al., 2004), ale nie su pritomné v gendome riasy Chlamydomonas ani rastliny
Arabidopsis. Landrieu a kol. objavili u Arabidopsis malu fosfatdzu podobnu Cdc25
s funk¢énou fosfatdzovou doménou s rodaninom, avSak bez N-terminalnej regula¢nej domény,
ktora je typickéd pre Cdc25 (Landrieu et al., 2004). Tri proteiny u Chlamydomonas, oznacené
ako RDPI1-3 (rhodanese domain protein) (Bisova et al., 2005), vykazuji homologiu
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s konzervovanymi doménami z Cdc25 rodiny a maji katalyticky motiv nevyhnutny pre
fosfatazovu aktivitu (Denu a Dixon, 1995; Fauman a Saper, 1996). BlizSia analyza odhalila,
ze RDP1 a RDP2 st homoléogmi malych fostatdz zo Schizosaccharomyces pombe,
Arabidopsis a d’alSich rastlin a st fylogeneticky blizko pribuzné s proteinmi Cdc25 (Bisova

et al., 2005).

2.4.5. Cyklin-dependentné kinazy a cykliny riasy Scenedesmus

quadricauda

Existuje vel'mi malo informacii o pocte a zastipeni regulacnych proteinov bunkového
cyklu. Priebeh bunkového cyklu je regulovany podobne ako u ostatnych eukaryotov, a to
kindzou podobnou CDK shiston H1 kindzovou aktivitou. U riasy S. quadricauda sa
vyskytuji minimalne dva odlisné komplexy vyznacujice sa aktivitou podobnou CDK. Jeden
sa uplatiiuje pri dosiahnuti CPs a teda je asociovany s rastom bunky. Dalsi dokaZe interagovat’
s proteinom suc1””® kodovanym kvasinkovym génom sucl a jeho aktivita je §pecificka pre
mitozu, resp. mitézy. Ked’ze CDK s histon H1 kinazovou aktivitou sa viazu na protein sucl?"
z S. pombe a vykazuji kinazovu aktivitu, predpokladd sa existencia proteinu podobného
sucl®® aj u riasy S. quadricauda (BiSova et al., 2000). Homolég tohto proteinu, ktory
sprostredkovava interakciu medzi CDK aich substrdtmi, resp. regulaénymi proteinmi,
(Endicott a Nurse, 1995) bol identifikovany u pribuznej zelenej riasy C. reinhardtii, kde je
kédovany génom CKSI (Bisova et al., 2005). U kvasinky S. cerevisiae sa CKS podiela na
priebehu mitézy ato aktivaiciou APC ubiquitin ligizy (Morris et al., 2003). Podobne
aj u S. quadricauda sa predpoklada regulacna uloha sucl?-podobného proteinu v priebehu
mitozy (BiSova et al., 2000).

Je vysoko pravdepodobné, ze v bunkéch S. quadricauda su pritomné hlavné regulacné
proteiny bunkového cyklu, ktoré st rovnaké alebo podobné inym eukaryotom. Podobne ako
u vSetkych rastlin a tiez u zelenej riasy C. reinhardtii, aj u S. quadricauda sa pravdepodobne
vyskytuji hlavné regulacné CDK bunkového cyklu - CdkA aj CdkB a tiez homolog kinazy

Weel, ktora negativne reguluje vstup buniek do mitdzy.

2.5. Regulacia priebehu bunkového cyklu po poskodeni DNA (DNA
damage checkpoint and response pathway)
Pre prezitie vSetkych zivych organizmov je dolezité¢ predovSetkym spravne rozdelenie
genetického materidlu z materskej do dcérskych buniek. To vyzaduje nielen kontrolu presne;j

replikdcie DNA a distribucie chromozomov, ale aj kontrolu poSkodenia DNA a jej opravu.
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Mechanizmus zodpovedny za detekciu a reparaciu poskodenej DNA zahfiia vel'ké mnozstvo
proteinov navzajom poprepajanych do zlozitej siete, ktord sa oznacuje ako ,,DNA damage
response pathway*“ (DDRP) (odpoved na poskodenie DNA). Sucastou odpovede na
poskodenie DNA je proces zodpovedny za zastavenie priebehu bunkového cyklu po
poskodeni DNA, ktory sa nazyva ,DNA damage checkpoint® (DDC) (kontrolny bod
poskodenia DNA) (Zhou a Elledge, 2000; Bartek et al., 2004; Harper a Elledge, 2007).
Spomalenie alebo zastavenie bunkového cyklu poskytuje reparaénym mechanizmom dostatok
¢asu na opravu poskodenej DNA.

Kontrola priebehu bunkového cyklu v odpovedi na poskodenie DNA bola prvykrat
pozorovand u Escherichia coli (George et al., 1975) av cicavCich bunkach, ktoré¢ maja
nefunkény gén atm (ataxia telangiectasia mutated) (Painter a Young, 1980). Bunky s atm
mutaciou s defektné v reakcii na ionizacné Ziarenie, ako je zastavenie bunkového cyklu v G1
(Clarke et al., 1993), resp. G2 (Paules et al., 1995) faze a zastavenie syntézy DNA (Painter
a Young, 1980). Tato kontrolnd draha bola neskér objavend aj u kvasiniek a termin
»checkpoint® bol pouzivany predovsetkym pre tuto drahu (Weinert a Hartwell, 1988).

Proteinovéa draha odpovedajtiica na poskodenie DNA je dobre preskimand u cicavcov
a kvasiniek (Zhou a Elledge, 2000; Bartek et al., 2004; Harper a Elledge, 2007), avSak
v pripade rastlin je tychto poznatkov ovel'a menej (Culligan et al., 2006). Vo vSeobecnosti ide
o signalnu drahu zostavenu zo senzorov, prenasacov a efektorovych proteinov, pricom mnohé
z tychto komponentov drdhy st konzervované u rdznych organizmov. Dva z tychto
konzervovanych proteinov st Struktirne pribuzné rodine fosfatidyl-inozitol kinaz (PI3K), su
to protein kindzy (Ser/Thr kinazy) (Tibbetts et al., 2000) a predstavuji centralne komponenty
drahy odpovedajicej na poskodenie DNA. Prvym je kindza ATM (ataxia telangiectasia
mutated), ktora sa uplatituje predovsetkym pri dvojretazcovych zlomoch v DNA a druhym je
kindza ATR (ATM and Rad3-related) reagujiica na zastavent replika¢na vidlicu alebo na
jednoretazcovu DNA (Zhou a Elledge, 2000; Bartek et al., 2004; Culligan et al., 2006; Harper
a Elledge, 2007). Ortology génov kddujucich tieto dva proteiny boli identifikované aj
v Arabidopsis thaliana (Garcia et al., 2003; Culligan et al., 2004).

Dal3imi vysoko konzervovanymi proteinmi tejto drahy su tzv. checkpoint kinazy — Chk1
a Chk2, ktoré¢ su regulované kindzami ATR a ATM. Chkl aChk2 patria medzi
Ser/Thr kinazy, navzajom sa Strukturalne nepodobaju, ale vyznacuju sa podobnou
substratovou Specifitou (Zhou a Elledge, 2000; Lam a Rosen, 2004) Chk2 je homol6gom
kvasinkového Rad53 a Cdsl, ktoré su potrebné pri odpovedi na poSkodenie DNA a pri

zastaveni replikacie. Chkl je v kvasinkach zodpovedna predovsetkym za zastavenie
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bunkového cyklu po poskodeni DNA (Matsuoka et al., 1998; Chaturvedi et al., 1999). Chkl
sa uplatituje v regulécii vstupu do S fazy, ma dolezitu ulohu pri kontrole presnosti replikacie
DNA a zabranuje vstupu buniek do mitézy v pritomnosti poskodenej DNA (Lam a Rosen,
2004). Aktivna Chkl u cicavcov fosforyluje Cdc25A a Cdc25C, ktoré zohravaju tlohu
v priebehu S fazy a G2/M prechodu (Zhao et al., 2002; Sorensen et al., 2003) (Sanchez et al.,
1997). Fosforylaciou Cdc25 dojde k jej degradacii, v désledku coho nemézu byt komplexy
CDK-cyklin aktivované a bunkovy cyklus sa zastavi (Harper a Elledge, 2007). Dal§im
vyznamnym cielovym proteinom odpovede na poskodenie DNA je kindza Weel, ktorej
stabilizacia po poskodeni DNA udrzuje mitotické CDK v inhibovanom stave (Harper
a Elledge, 2007).

Ked’Ze u rastlin nebol identifikovany funkény homolog fosfatazy Cdc25 (Boudolf et al.,
20006), aktivacia checkpointu po poskodeni DNA je kontrolovana prostrednictvom kinazy
Weel, ktora je jednym z proteinov regulovanych ATM/ATR signalnou drahou (De Schutter et
al., 2007).

U rastlin bola identifikovana tloha kinaz ATM a ATR v expresii niektorych génov
uplatnujtcich sa pri reparacii DNA, ako s napr. RAD51 a PARPI (Garcia et al., 2003), avSak
molekularny mechanizmus tejto signdlnej drahy je prestudovany malo. V sucasnosti vieme, Ze
gén WEEI z Arabidopsis je aktivovany na urovni transkripcie ako odpoved’ na poskodenie
DNA alebo replikacny stres. Tato indukcia je zavisld na aktivite kinaz ATR a ATM, a teda
WEEI je jednym z cielovych génov ATM/ATR signalnych drah. Ked’Ze nadexpresia WEE!
vedie k zastaveniu bunkového cyklu, predpoklada sa, Ze ATM a ATR rozpoznaju genotoxicky
stres a nasledne cez aktivaciu expresie WEEI umoznia zastavenie bunkového cyklu v G2
faze, ¢im bunka ziska Cas na opravenie poSkodenej DNA a dokoncenie replikacie pred
vstupom do mitdzy. V rastlinach, ktorym chyba kindzy Weel, vstupuji bunky do mitdzy
predCasne, ¢o vedie k naruSeniu genémovej integrity (De Schutter et al., 2007). De Schutter
a kol (2007) na zaklade svojich vysledkov predpokladaju, ze hlavnym cielom fosforylacie
kinazy Weel je CdkAl (De Schutter et al., 2007), ktora mé doéleziti ulohu pri vstupe bunky
do SatieZ do M fazy (Reichheld et al., 1999; Menges a Murray, 2002). Tato v komplexe
s CycB2 je pravdepodobne hlavnym cielom inhibicie aktivovanej signalnej drahy
kontrolujiicej poskodenie DNA. KedZze expresia WEEI prebicha pocas S fazy (Gonzalez
et al., 2004; Menges et al., 2005) a fosforylacia CDK bola zaznamenana prevazne v priebehu
replikdcie DNA (Meszaros et al., 2000) predpoklada sa, ze Weel brani vstupu replikujucich
sa buniek do mitdézy prostrednictvom inhibicie proteinovych komplexov zodpovednych za

G2/M prechod. Expresia WEEI sa udrzuje na vysokej hladine v bunkach zastavenych v G2
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faze, az pokym sa nedokoncia vsetky reparacné a replikacné procesy (De Schutter et al.,

2007).
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3. METODY

3.1. Pouzity organizmus

Kultary chlorokokélnych rias Chlamydomonas reinhardtii CC-125 wild type mt™ 137c¢

a Scenedesmus quadricauda (Turp.) Bréb., kmen Greifswald/15 pochddzali zo Zbierky

autotrofnych organizmov Botanického tstavu AV CR v Tieboni, CR.

3.2. Kultivaéné podmienky

Pre kultivaciu C. reinhardtii bolo pouzité minimalne HS médium podla (Sueoka, 1960)

s niekol’kymi modifikaciami. Zlozenie je uvedené v tabulke €. 2 .

zlucenina koncentracia | zluCenina koncentracia

NH4Cl 1,9M ZnSO4 . TH,O 15 mM

CaCl, . 2H,O 28 mM H;BO; 37 mM

MgSO;4 . 7TH,O 160 mM MnCl; . 2H,0 5,2 mM

K,HPO4 1,65M CuCl; . 2H,0 1,3 mM

KH,POg4 1,02 M H,Mo0;, . H,O 1,1 mM
(resp. Na;MoOys . 2H,0)

Na,EDTA . 2H,0 27 mM CoCl; . 6H,O 1,3 mM

(resp. Na,EDTA . 2H,0)

FeSO, . 7H,0O 3,6 mM

Tab. €. 2 — zloZenie HS média

Pre kultivaciu S. quadricauda bolo pouzité anorganické s SS médium (Zachleder a

Setlik, 1982). ZloZenie je uvedené v tabul’ke &. 3.

zlucenina koncentracia | zlucenina koncentrécia
KNOs3 10 mM MnSO; . 4H,0 2,5 uM
KH,PO4 2,5 mM CoS0;4 . TH,0 2,5 uM
MgSO;4 . 7TH,O 4 mM CuSOy . SH,O 2,5 uM
chelatonat zelezito-sodny 25 uM ZnS0O4 . TH,0 2,5 uM
CaCl, . 6H,O 25 uM (NH4)sMo070,4 . 4H,0 2,5 uM
H;BO; 25 uM

Tab. & 3 — zloZenie % SS média
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Riasové kultiry boli udrziavané na Petriho miskach s HS resp. s % SS médiom
spevnenym 2 % agarom (Sigma Aldrich) pri teplote 25°C.

Pre pokusy boli kultary pestované vtekutom HS resp. 4 SS médiu v 300 ml
kultivaénych valcoch, resp. 2,5 1 nddobéach, prevzdusiovanych zmesou 2 % (v/v) CO; so
vzduchom. Zdrojom svetla bol panel so ziarivkami OSRAM L36/41, priCcom intenzita

dopadajuceho svetla bola 490 pmol.m™.s™. Teplota kultivacie bola udrziavana na 30 °C.

3.3. Synchronizacia kultur

Kultara rias C. reinhardtii bola synchronizovana striedanim svetelnej a tmavej perioddy
v pomere 13 h: 11 h, a to podas najmenej troch cyklov. Dizka svetelnej periddy sa zvolila tak,
aby kultira bola zatemnenad v Case, ked” sa zacali uvolnovat prvé dcérske bunky. Po
13 hodinach svetla sa kultara C. reinhardtii rozdelila na 4 - 8 dcérskych buniek.

Kultara rias S. quadricauda bola synchronizovana striedanim minimalne dvoch cyklov
svetelnej a tmavej periody v pomere 15 h/9 h.

Hustota kultérr bola udrziavana medzi 10° - 10° buniek/ml riedenim &erstvym médiom na
zaCiatku kazdej svetelnej fazy. Na zaciatku kazdého experimentu boli kultary nariedené na

- v ;. 6 .
pociatocnu koncentraciu 10° buniek/ml.

3.4. Aplikacia Cinidiel

Pri  pociato¢nych pokusoch boli pouzité tri rdzne inhibitory bunkového
delenia - 5-fluoro-2-deoxyuridin (FdUrd) (Sigma), kolchicin (Serva) a kofein (Fluka). Zeocin
(Duchefa) bol pouzity ako ¢inidlo sposobujiice poskodenie DNA. Cinidla boli aplikované na
synchrénnu kultaru C. reinhardtii samostatne, resp. v dalSich pokusoch v kombinacii so
zeocinom.

V pripade riasy S. quadricauda boli vybrané ¢inidla (FdUrd, kofein, zeocin) aplikované
na synchronnu kultiru samostatne alebo vo vzéjomnej kombindcii.

Pred aplikéciou boli vSetky chemikalie rozpustené v sterilnej destilovanej vode, ¢im sa
pripravili zasobné roztoky — 1 M FdUrd (0,2462 g/ml), 100 mM kolchicin (0,0399 g/ml),
100 mM kofein (0,019 g/ml) a 100 mg/ml zeocin. Z nich sa potom pridavali zodpovedajice
mnozstva do testovanych kultir a to na zaciatku bunkového cyklu (S. quadricauda), v 6sme;j
(C. reinhardtii, S. quadricauda) resp. desiatej (pociato¢né pokusy C. reinhardtii) hodine
bunkového cyklu. Kultiry boli vzdy na zaciatku bunkového cyklu nariedené na asi

10° buniek/ml.
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Na odmytie kolchicinu z kultary bolo pouzité¢ sterilné HS médium, ktorym sa
ovplyvnena kultira 3 krat premyla, pricom bola zakazdym scentrifugovand 3 minuty pri

3000 g.

3.5. Odoberanie a analyza vzoriek (pocet buniek, commitment
point, mikroskopicka analyza)

Objem (velkost’) buniek bol merany pomocou pristroja Coulter Counter (MULTISIZER
3, Beckman Coulter) zo vzoriek odoberanych kazdi hodinu (dve hodiny) pocas bunkového
cyklu a fixovanych roztokom glutaraldehydu do vyslednej koncentracie 0,25 % (w/v)
uskladnenych v chladovej miestnosti pri 4 — 7 °C. Pre samotné meranie boli vzorky nariedené
200 krat v sterilnom roztoku 0,9 % NaCl (50 pl vzorky do 10 ml NaCl), pricom v priebehu
merania minimalne 200 buniek spadalo svojou velkost'ou do oblasti okolo medianu.

Vzorky fixované roztokom Lugolu (vyslednd koncentracia 1 %) boli pouzité na
mikroskopickt analyzu, pomocou ktorej bolo zistené zastupenie buniek v kultare, ktoré
dokoncili bunkové delenie. Boli pocitané ako materské bunky, tak aj bunky naryhované na 2,
4, 8, 16 apripadne viac dcérskych buniek (v zdvislosti od kmena rias) a taktiez vydelené
dcérske bunky. Napocitané hodnoty boli potom prevedené na percenta.

Prechod cez ,,commitment point“ (CP) bol v pripade C. reinhardtii stanoveny na
zéklade vzoriek odoberanych kazdé dve hodiny, v pripade S. quadricauda kazda hodinu
pocas bunkového cyklu az do doby neZ boli kultiry zatemnené. Odoberalo sa 10 ml suspenzie
z kazdej kultary, ktoré boli d’alej kultivované v tme pri 30 °C a prevzdusiiované zmesou
2 % (v/v) CO; so vzduchom. Po 8 hodinach bol 1 ml z takto zatemnenych kultar vysiaty na
Petriho misky s pevnym HS resp. 2 SS médiom a d’alej inkubovany pri 30 °C v tme
minimdlne 12 hodin (resp. pokym najpomalSia kultira nedokoncila delenie). Po skonceni
inkubacie boli vSetky vzorky zafixované roztokom Lugolu a nasledne boli u C. reinhardtii
spocitané nedeliace sa bunky a bunky naryhované na 2, 4, 8, 16, pripadne viac, dcérskych
buniek. V pripade S. quadricauda bolo pocitané zastiipenie 2-jadrovych dcérskych buniek,
4- a 8-bunkovych dcérskych coenobii a nedeliacich sa materskych buniek. Vsetky vysledky

boli spracované v programoch Excel a SigmaPlot a vynesené ako zavislost’ v Case.

3.6. Stanovenie mnozstva DNA pomocou DNAzolu

Vzorky na stanovenie mnozstva DNA boli odoberané kazdé 2 hodiny v priebehu
bunkového cyklu. Po centrifugacii 20 ml kultary boli bunky premyté SCE pufrom (100 mM

citrat sodny, 2,7 mM EDTA-Na?, pH 7 (kyselina citronovova)) a zmrazené v tekutom dusiku.
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Vzorky boli d’alej skladované pri —20 °C. Pri analyzach bolo, podl'a pokynov vyrobcu,
k bunkovému peletu pridanych 500 ul DNAzolu ES (MRC) a 500 pl chloroformu, ktorym
boli odstrdnené pigmenty a nerozpustné Casti rias. Nasledne bola DNA precipitovana
pridanim 100 % etanolu. RNA bola z peletu odstrdnena pridanim RNazy. Izolovand DNA
bola premyvana 75 % etanolom pokym neboli odstranené vsetky zvysky chlorofylu. Nasledne
bola premytd DNA rozpustetna v8 mM NaOH a jej koncentracia bola zmerana
spektrofotometrom pri vinovych dizkach 260 a 280 nm. Namerané hodnoty boli spracované

v programoch Excel a SigmaPlot.

3.7. lzolacia RNA

Bunkovy pelet obsahujuci 2 x 107 buniek bol ziskany odbermi kazdé dve hodiny v
priebehu bunkového cyklu. Pelet bol premyty SCE pufrom (100 mM citrat sodny, 2,7 mM
EDTA-Na®, pH 7 (kyselina citrénovova)) a rychlo zmrazeny v tekutom dusiku. Vzorky boli
uskladnené pri -70 °C. RNA bola izolovand pomocou TRIreagentu RT (MRC) podla

protokolu vyrobcu.

3.8. Syntéza cDNA a RT-PCR

Pre odstranenie DNA kontaminacie bolo 5 pg celkovej RNA precistené RQI
Rnase-free Dnase kitom (Promega), podla doporuéeni vyrobcu. Cista RNA bola nasledne
pomocou ThermoScript RT-PCR systému (Invitrogen) reverzne transkribovana do
cDNA podrla protokolu (Bisova et al., 2005) s pouzitim ndhodnych hexamérov.

Pre kazdu kvantitativnu RT-PCR (qPCR) reakciu bol pouzity 1 pl cDNA, vhodna
kombinicia primerov a Maxim'™ SYBR Green gPCR Master Mix (Fermentas). Pre
amplifikaciu CDKB transkriptu a 18S rRNA boli pouzité primery popisané Fang a kol. (Fang
et al., 2006). Pre amplifikaciu WEE transkriptu to boli primery:

e forward primer 5'-GCGTCACAGTCCTGCCTCAA-3'

e reverse primer 5'-CGCTTGTAGCGTGGTGATGG-3'

qPCR prebichala v Rotor-Gene, RG-3000 (Cobertt Science) za tychto reakénych

podmienok:
iniciacnd denaturécia 5 min 95 °C
45 cyklov amplifikacie DNA: | denaturacia 20 sek 95 °C
nasadnutie primerov |20 sek 65 °C
syntéza DNA 30 sek 72 °C
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3.9. Kinazova esej

Kinazova aktivita CdkB a Weel bola detekovand pomocou histon H1 kinazovej aktivity
podl'a Morena a kol. (Moreno et al., 1989) s nasledujucimi modifikaciami:

Priprava proteinového lyzatu: Bunkovy pelet obsahujuci 2 x 107 buniek bol ziskany
odbermi v priebehu bunkového cyklu. Tento bol premyty SCE pufrom (100 mM citrat sodny,
2,7 mM EDTA-Na?, pH 7 (kyselina citronova)), zmrazeny v tekutom dusiku a uskladneny pri
— 70 °C. Proteinové extrakty boli pripravené podla (Bisova et al., 2003) (S. quadricauda)
a (Bisova et al., 2005) (C. reinhardtii).

Afinitna purifikacia CDK pomocou CrCKSI guliciek: 20 pl proteinového lyzatu
bolo nariedenych 10 krat RIPA pufrom (50 mM HEPES, pH 7,5, 150 mM NaCl, 5 mM
EDTA, 5 mM EGTA, 0.1 % SDS, 1 % NP-40), ktory obsahoval 1x zmes protedzovych
inhibitorov (Sigma P9599), 1 mM Na3VOy4, 5 mM para nitrofenyl-fosfat, 50 mM glycerofostat
a 10 mM NaF. Tato zmes bola inkubovana 2 hodiny pri 4 °C spolu s 20 pl 50 % CrCKS1
guliiek.

Imunoprecipitacia CrCDKBI1: 20 pl proteinového lyzatu bolo nariedenych ako
v predchadzajiicom pripade a inkubovanych 1 hodinu pri 4 °C v pritomnosti 5 pl Specificke;j
protilatky. Nasledne bolo pridanych 20 pl 50 % agar6zovych gulic¢iek s naviazanym
proteinom A (Sigma, P1925) a inkubovanych d’alSich 30 minut pri 4 °C.

Nenaviazané proteiny boli odmyté Styrmi po sebe iducimi premytiami RIPA pufrom
advoma premytiami kindzovym pufrom (20 mM HEPES (pH 7,5), 15 mM MgCl,,
5 mM EGTA, 1 mM DTT) (Brizuela et al., 1987; Draetta et al., 1987).

Kinazova aktivita bola sledovana podl'a postupu (Bisova et al., 2003; Bisova et al., 2005).

Fosforylované bandy histonu H1 boli vizualizované autoradiograficky.

3.10. Western bloting

Precisteny proteinovy lyzat bol zmieSany s 5x SDS-PAGE vzorkovym pufrom (250 mM
Tris-HCIL, pH 6.8, 50 % (w/v) glycerol, 10 % SDS, 100 mM dithiothreitol, 0,5 % (w/v)
brémfenolova modra), inkubovany 5 min. pri 65 °C a separovany na 12 % SDS-PAGE
(Laemmli, 1970). Nasledne boli proteiny prenesen¢ na PVDF membranu (velkost porov
0,45 um, Immobilon-P, Millipore) (Towbin et al., 1979) pri 1 mA/cm® po&as 1,5 hodiny.
Membrana bola blokovand v 5 % (w/v) roztoku odtu¢neného susené¢ho mlieka v TBS-T pufre
(20 mM Tris, pH 7.5, 0,5 M NacCl, 0,05 % Tween 20) cez noc pri 4 °C. Imunodetekcia bola

robend podla doporuceni vyrobcu. Imunoreaktivne bandy boli detekované chemilumi-
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niscen¢ne (Pierce ECL western blotting substrat, Pierce). Ako primarne protilatky boli
pouzité: protilatka anti-PSTAIR (P7962, Sigma), protilatka anti-p-Cdc2 p34 (Tyr 15)
Specifickd pre protein Cdc2 fosforylovany na Tyr 15 (sc-7989, Santa Cruz), anti-CDKB1
krali¢ie antisérum (nariedené 1:1000) vytvorené voci QDLHRIFPSLDDSGC peptidu
obsiahnutému v proteine Cdkl C. reinhardtii (Genscript) a anti-WEEI1 krali¢ie antisérum
(nariedené 1:1000) vytvorené voci SQPSQEQYTPDHLTC peptidu obsiahnutému v proteine
Weel C. reinhardtii (Genscript). Ako sekundarne protilatky boli pouzité kozia anti-kralicia
IgG konjugovana s peroxiddzou (Sigma A9169) (nariedena 1:20000), krali¢ia anti-kozia IgG
konjugovana s peroxidazou (Sigma AS5420) (nariedena 1:40000) a kozia anti-mysia IgG
konjugovana s peroxidazou (Sigma A4416) (nariedena 1:20000).

3.11. Mikroskopicka analyza

Pre pozorovanie buniek vo svetelnom a fluorescen¢nom mikroskope bol pouzity Olympus
BX51 mikroskop s CCD kamerou (F-Viewll). U-MWIBA2 filter bol pouzity pre SYBR
Green I fluorescenciu. Vzorky z kultary boli odoberané¢ po 1 ml a fixované 10 pl Lugolu.
Nasledne boli uloZzené v chlade pri 5 °C. Pre samotné farbenie jadier pomocou SYBR Green
I (Molecular Probes) boli vzorky scentrifugované pri 3000 rpm a premyté HS médiom s SDS
(100:1). Z premytej suspenzie bolo odobranych 25 pl do eppendorfky ku ktorym bolo
pridanych 12,5 ul SYBR Green I (2:1). Zmes bola dobre pretrepand a inkubovana pri izbove;j
teplote vtme 2-12 hodin podla druhu a Stddia rias. Nasledne bol prostrednictvom
fluorescencie pozorovany pocet jadier vo vzorkach v zavislosti od Stddia bunkového cyklu.
Pre porovnanie boli tie isté bunky pozorované aj vo svetelnom mikroskope.

Na elektronova mikroskopiu boli vzorky fixované glutaraldehydom (0,2 % findlna
koncentracia) vo fosfatovom pufre (160 mM Na,HPO,4, 40 mM KH,POy4, pH 7.2). S pripravou
ultratenkych rezov nam pomohla Dr. J. Nebesafova z Jihoteskej Univerzity v Ceskych
Budé&joviciach. Vzorky boli oSetrené oxidom osmicelym, dehydratované a zaliate LR bielou
zivicou. Ultratenké rezy boli prichytené na niklova mriezku a farbené najskor octanom
uranylu a potom citratom olovnatym. Pre samotné fotografovanie bol pouzity elektronovy

mikroskop TEM JEOL 1010.
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4. VYSLEDKY

4.1. Vplyv inhibitorov bunkového delenia (5-fluoro-2-deoxyuridin,
kolchicin a kofein) a zeocinu na bunkovy cyklus buniek
divokého kmena riasy Chlamydomonas reinhardtii

Prvym cielom bolo vybrat vhodny inhibitor bunkového delenia riasy C. reinhardtii,
ktory by bol vhodny pre skimanie bunkového cyklu tejto riasy, konkrétne vstupu do mitozy a
jeho prepojenie s opravou poskodeni DNA po poOsobeni Cinidla. Ako ¢inidlo sposobujice
poskodenie DNA bol vybrany =zeocin, patriaci do rodiny bleomycinovych antibiotik
sposobujucich Stiepenie oboch retazcov v molekule DNA (Ehrenfeld et al., 1987; Gatignol
et al., 1988; Kostrub et al., 1997).

Na zéklade dostupnej literatiry sme vybrali tri potencidlne inhibitory bunkového
delenia, a to 5-fluoro-2-deoxyuridin (FdUrd) (Chiu a Hastings, 1972), kolchicin a kofein
(Flavin a Slaughter, 1974). VSetky tri patria do kategorie mitotickych jedov, avSak ich uc€inok
je odliSny. FdUrd je analégom tyminu a u pribuznej zelenej riasy Scenedesmus quadricauda
vedie jeho inkorporacia do DNA k zastaveniu replikacie (Zachleder, 1994; Zachleder et al.,
1996). Kolchicin inhibuje polymerizaciu mikrotubulov (Taylor, 1965; Dustin, 1978) a kofein
inhibuje DNA reparacné mechanizmy, je inhibitorom kinaz ATM a ATR in vitro (Blasina
et al., 1999; Cortez, 2003). Ucinok kazdého z nich bol testovany samostatne na synchronnej

populacii buniek C. reinhardtii a to v troch roznych koncentraciach.

4.1.1. Aplikacia 5-fluoro-2-deoxyuridinu (FdUrd)

Vo vsetkych pokusoch bola synchronizovana populécia buniek divokého kmena
C. reinhardtii kultivovana v tekutom minimalnom HS médiu v nepritomnosti a v pritomnosti
¢inidla, ktoré bolo priddvané vzdy v 10. hodine bunkového cyklu. Kultiry boli synchro-
nizované troma po sebe idicimi cyklami striedania svetelnej a tmavej periddy v pomere
13 h/11 h. Rovnaky rezim svetlo/tma bol pouzity aj pre samotné experimenty.

Tri r6zne koncentracie FdUrd (1 mM, 5 mM a 10 mM) boli testované u C. reinhardtii.
Priebeh bunkového cyklu v ovplyvnenych kultirach (V, m, ©) bol takmer zhodny
s priecbchom cyklu v kontrolnej variante (®) (Obr. 6). Medzi jednotlivymi pouzitymi
koncentraciami FdUrd nie st ziadne viditeIné rozdiely ani v porovnani s kontrolou, ¢o
znamend, ze FdUrd, na rozdiel od jeho inhibi¢ného Gc€inku na bunky riasy S. quadricauda,

pravdepodobne nema nami hl'adany inhibi¢ny efekt na delenie buniek C. reinhardtii.
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Obr. 6: Delenie synchronnej
populacie buniek zelenej riasy
Chlamydomonas reinhardtii
v nepritomnosti (®) a v pritomnosti
ImM(V),5mM (m)al0mM (¢)
FdUrd (os x predstavuje hodinu
bunkového cyklu, os y pocet buniek
v %, preruSovana Ciara predstavuje
Cas pridania FdUrd, biela lista
predstavuje svetelntl fazu kultivacie,
¢ierna tmavu fazu kultivacie).

Uginok kolchicinu bol testovany v troch réznych koncentraciach — 2 mM, 3 mM

a4 mM. Vo vSetkych ovplyvnenych variantoch sa bunky prestavali delit v 13. hodine

bunkového cyklu, ¢o je 3 hodiny po pridani kolchicinu (Obr. 7), stym rozdielom, ze

spomalenie delenia v pripade 2 mM kolchicinu (V) trvalo dlhsiu dobu v porovnani s i¢inkom

3 mM (m) a4 mM kolchicinu ().
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Obr. 7: Delenie synchronnej
populdcie buniek zelenej riasy
Chlamydomonas reinhardtii
v nepritomnosti (®) a v pritomnosti 2
mM (V), 3 mM (B) a 4mM (©)
kolchicinu (os x predstavuje hodinu
bunkového cyklu, os y pocet buniek
v %, preruSovand Ciara predstavuje
Cas pridania kolchicinu, biela lista
predstavuje svetelntl fazu kultivacie,
¢ierna tmavu fazu kultivacie).

To potvrdzuji aj fotografie, na ktorych v pripade 2 mM kolchicinu vidime bunky

naryhované na 4 a 8 dcérskych buniek a zaroven niekolko vydelenych dcérskych buniek

(Obr. 8 B), zatial ¢o vpripade 4 mM kolchicinu si na fotografii aberantné tvary
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naryhovanych materskych buniek (Obr. 8 D). Naopak neovplyvneny variant (®) sa delil
beznym sposobom (Obr. 7, 8 A).
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Obr 8: Morfologia buniek v synchronnej populacii rias Chlamydomonas reinhardtii v kontrolnej
kultare (A) a po aplikacii 2 mM (B), 3 mM (C) a 4 mM (D) kolchicinu.

4.1.3. Aplikacia kolchicinu a jeho nasledné odmytie

Vzhl'adom na to, Ze kolchicin inhibuje bunkové delenie uplne a to vo vsetkych
pouzitych koncentraciach, v dalSom pokuse bolo vyskuSané¢ jeho odmytie po 4 hodinach
poOsobenia.

K synchronizovanej populécii buniek divokého kmena C. reinhardtii boli v 10. hodine
bunkového cyklu pridané dve nizsie koncentracie kolchicinu, 1 mM a 2 mM. Tieto posobili
na bunky 4 hodiny a nasledne boli odmyté, ¢o viedlo k obnoveniu bunkového cyklu, avSak
kultiry (V, m) sa rozdelili len na 60 - 70 % (Obr. 9). To potvrdzuji aj fotografie zo
svetelného mikroskopu (Obr. 10). V kulture rastiicej v stalej pritomnosti kolchicinu vidime

nenaryhované resp. nerozdelené Struktiry materskych buniek (Obr. 10 A), zatial’ ¢o v kulture,
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v ktorej doslo k odmytiu kolchicinu po 4. hodinach pdsobenia s pritomné aj nové vydelené

dcérske bunky (Obr. 10 B).

Obr. 9: Delenie synchronnej
populacie buniek zelenej riasy
Chlamydomonas. reinhardtii
v nepritomnosti (®) a v pritomnosti
ImM (V) a2 mM (B) kolchicinu
(os x predstavuje hodinu bunkového
cyklu, os y pocet bunick v %,
preruSovana Ciara predstavuje cas
pridania kolchicinu, bodkovana Ciara
predstavuje ¢as odmytia kolchicinu,
biela lista predstavuje svetelni fazu
kultivacie, ¢ierna tmavu fazu
kultivacie).
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Obr. 10: Morfologia buniek Chlamydomonas reinhardtii po aplikacii kolchicinu a jeho naslednom
odmyti. A: bunky po nepretrzitom pdsobeni 2 mM kolchicinu bez jeho odmytia, velké nedeliace sa
materské bunky, B: bunky po 4 hodinach pdsobenia 2 mM kolchicinu a jeho naslednom odmuyti,
vydelené dcérske bunky.

4.1.4. Aplikacia kofeinu

Populécia buniek divokého kmena C. reinhardtii bola ovplyvnend tromi roéznymi
koncentraciami kofeinu (1 mM, 2 mM a 4 mM). Priebeh bunkového cyklu po aplikacii 4 mM
kofeinu () bol podobny kontrole (®), zatial' ¢o v pripade 1 mM (V) a 2 mM (W) kofeinu
bolo toto delenie rychlejSie v porovnani s kontrolou (®) (Obr. 11).

Pre rovnaky pokus bola pouzitd aj 3 mM koncentracia kofeinu (nezobrazené v grafe),

ktora vSak mala i¢inok porovnatelny s 2 mM kofeinom.
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Obr. 11: Delenie synchronnej
populacie buniek zelenej riasy
Chlamydomonas reinhardtii
v nepritomnosti (®) a v pritomnosti
ImM (V),2mM (H)ad4mM (¢)
kofeinu (os x predstavuje hodinu
bunkového cyklu, os y pocet buniek
v %, prerusovana Ciara predstavuje
Cas pridania kofeinu, biela lista
predstavuje svetelntl fazu kultivacie,
Cierna tmavu fazu kultivacie).

Obr 12: Morfoldgia buniek C. reinhardtii po aplikacii 1 mM (A), 2 mM (B), 3 mM (C) a 4 mM (D)

kofeinu.
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Mikroskopické fotografie (Obr. 12) zobrazuji morfolégiu buniek v kultarach
ovplyvnenych jednotlivymi koncentraciami kofeinu. Po aplikacii 1 mM a 2 mM kofeinu
vidime Standardné delenie materskych buniek na 4 — 8 dcérskych buniek (Obr. 12 A, B),
zatial’ ¢o v pripade 3 mM kofeinu sa objavuju neStandardné Struktary (Obr. 12 C) materskych
buniek, ktorych pocet sa po aplikacii 4 mM kofeinu zvysil (Obr. 12 D).

Hoci v pripade 4 mM kofeinu (¢) bolo pozorované mierne spomalenie bunkového
cyklu , tato koncentrécia je prili§ vysoka na vyuZitie v dalSich pokusoch. Dochadzalo pri nej
totiz k inhibicii takmer vSetkych bunkovych komponentov, ¢o pravdepodobne viedlo
ku vzniku aberantnych bunkovych Struktar v populécii s touto koncentraciou kofeinu
(Obr. 12 D). Zo vsetkych pouzitych inhibitorov a ich koncentracii sa zda byt najvhodnejsi pre

d’al$ie experimenty 2 mM kofein (M).

4.1.5. Aplikacia zeocinu

Dve rozne koncentracie zeocinu (5 pg/ml a 20 pg/ml) boli testované na populacii buniek
divokého kmena C. reinhardtii.

Zeocin, ako c¢inidlo spdsobujuce poSkodenie DNA, viedol k vyraznému obmedzeniu
bunkového delenia. Vyssia, 20 pg/ml (M), koncentracia zeocinu uplne inhibovala bunkové
delenie. V pripade nizsej, 5 pg/ml (V), koncentracie sa dokazalo rozdelit’ len 8 % buniek

z celej populacie (Obr. 13). Tato koncentracia bola neskdr pouzitd aj pri dalSich

experimentoch.
Obr. 13: Delenie synchronnej
100 populacie buniek zelenej riasy
B Chlamydomonas reinhardtii
- v nepritomnosti (®) a v pritomnosti
X 75 5 ug/ml (V) a20 ug/ml (M) zeocinu
% B (os x predstavuje hodinu bunkového
't i cyklu, os y pocet buniekv %,
3 preruSovana Ciara predstavuje cas
50 idani , el i
s pridania  zeocinu,  biela iSta
8 i predstavuje svetelni fazu kultivacie,
o B Cierna predstavuje tmava fazu
25 kultivacie).
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4.2. Vplyv kofeinu, zeocinu a ich kombinacie na bunky divokého
kmena rias Chlamydomonas reinhardtii

V dalSich pokusoch bola ovplyvnena synchronna kultra divokého kmena rias
C. reinhardtii vybranou koncentraciou kofeinu a zeocinu, a to bud’ samostatne alebo ich

kombinaciou.

4.2.1. Vplyv réznych koncentracii kofeinu a zeocinu na prezivanie

buniek C. reinhardtii

Prezivanie buniek bolo stanovené pomocou spot testu na Petriho miskach s minimalnym
HS médiom obsahujiicim rdézne koncentracie inhibitorov. Bunky boli riedené v dvoch sériach
a to 5-krat (Obr. 14, horny rad), resp. 10-krat (Obr. 14, dolny rad,). Po kultivacii na trvalom

svetle sa hodnotila schopnost’ ich rastu a prezivania na réznych koncentraciach inhibitorov.
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@6 o
kontrola
o e o 2105 440* 810%1.610%3.2-1026.410"
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H L5 & hd
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° -2 f‘._-!. %
@ > =
> £
kofein 2 mM . .
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® 0 ne/m!
kofein 3 mM o zeocin 20 pg/ml
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Obr. 14: Spot-test: prezivanie buniek divokého kmena Chlamydomonas reinhardtii na minimalnom
HS médiu s pridavkom kofeinu, zeocinu a ich kombinacie.

Zvysujuca sa koncentracia kofeinu len mierne ovplyvnila prezivanie buniek na rozdiel

od stupajicej koncentracie zeocinu. Ani v pripade 1 mM ani 2 mM kofeinu nedoslo k Ziadne;j
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viditel'nej zmene v prezivani v porovnani s kontrolou. Zvysujuca sa koncentracia zeocinu
naopak vyrazne znizila prezivanie v désledku poskodenia DNA spdsobeného antibiotikom.

Kombinacia kofeinu a zeocinu mala ovel'a vyraznejsi efekt na prezivanie buniek. 2 mM
koncentracia kofeinu neovplyvnila prezivanie a podobne ani 5 pg/ml zeocinu nespdsobilo
ziadne vyrazné zniZenie zivotaschopnosti buniek. AvsSak ich spolupdsobenie malo vyrazny
inhibi¢ny efekt na prezivanie buniek.

Vzhl'adom na to, ze aplikdcia 10 pg/ml zeocinu viedla k nizSiemu prezivaniu
a v kombindacii s kofeinom mala takmer letdlne ucinky, v d’alSich pokusoch bola pouzita

5 pg/ml koncentracia zeocinu v kombinacii s 2 mM kofeinom.

4.2.2. Vplyv 2 mM kofeinu a 5 pg/ml zeocinu na rast synchrénnej populacie

buniek C. reinhardtii

Kultary boli synchronizované rovnako ako vo vyssie uvedenych pokusoch, avSak ¢inidla,
2 mM kofein, 5 pg/ml zeocin, resp. ich kombinécia, boli priddvané vzdy v 8. hodine svetelne;j
periddy, teda po prechode buniek CP a pred zaciatkom S/M fazy. Vzorky boli odoberané
kazda hodinu a znich nésledne vyhodnotené zmeny vo velkosti buniek rastucich bez

pritomnosti danych latok, v pritomnosti jednotlivych latok a ich kombinécie.
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Obr. 15: Zmeny vo velkosti buniek
Chlamydomonas reinhardtii
rastucich v nepritomnosti  Cinidiel
(®), vpritomnosti 2 mM kofeinu
(V), 5 pg/ml zeocinu (M) a ich
kombinacie (¢) (os x predstavuje
hodinu bunkového cyklu, os y objem
buniek v pum’, biela lidta predstavuje
svetelni  fazu kultivacie, Cierna
predstavuje tmavu fazu kultivacie,
prerusSovana ¢iara predstavuje hodinu
pridania ¢inidiel).

Narast velkosti buniek pocas svetelnej periddy bol porovnatelny vo vsetkych kulttrach,

rozdiel bol v samotnom rozdeleni buniek. Neovplyvnend kultira (®) a kultura s kofeinom
(V) sa zacali delit’ hned’ po zatemneni a k aplnému rozdeleniu u kontroly doslo v 17. hodine
bunkového cyklu. Zaujimavé je, ze kultira s kofeinom sa rozdelila asi o dve hodiny skor,

tj. v 15. hodine bunkového cyklu. Bunky v kultire pestované v pritomnosti zeocinu (M)
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a kofeinu/zeocinu () sice narastli na vel’kost’ porovnatel'nt s kontrolou, ale ich rozdelenie na

dcérske bunky uz neprebehlo.
4.2.3. Vplyv 2 mM kofeinu a 5 pg/ml zeocinu na priebeh bunkového
cyklu synchrénnej populacie buniek C. reinhardtii

Za rovnakych synchroniza¢nych a kultivatnych podmienok sa sledoval aj priebeh

bunkového cyklu C. reinhardtii po ovplyvneni ¢inidlami.
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Obr. 16: Priebeh bunkového cyklu synchronizovanej populacie buniek Chlamydomonas reinhardtii
v nepritomnosti ¢inidiel (A), v pritomnosti 2 mM kofeinu (B), 5 pg/ml zeocinu (C) a ich kombinacie
(D) Graf zobrazuje percento buniek, ktoré dosiahli CP pre rozdelenie sa na 2 (®, plna Ciara), na 4 (V,
plné Ciara) a na 8 (M, plna Ciara) dcérskych buniek a tiez delenie protoplastov na 2 (@, prerusovana
Ciara), 4 (V, prerusovana Ciara) a 8§ (M, preruSovana Ciara) dcérskych buniek. Bodkovana ciara (©)
predstavuje celkové delenie buniek v populécii (os x predstavuje hodinu bunkového cyklu, os y
zastupenie buniek v %, biela lista predstavuje svetelni fazu kultivacie, ¢ierna predstavuje tmava fazu
kultivacie, preruSovana Ciara predstavuje hodinu pridania Cinidiel).

Pocas rastovej (svetelnej) fazy bunky C. reinhardtii postupne dosiahnu jeden alebo viac
CP, ¢o im umozni nasledne sa rozdelit' na prislusSny pocet dcérskych buniek. Bunky vo

vsetkych variantoch dosiahli 1. CP (®, plna ciara) a 2. CP (V, plnd ciara) (Obr. 16)
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a Ciasto¢ne aj 3. CP (M, plna ciara) (Obr. 16 A, B) este pred pridanim kofeinu a zeocinu
v 8. hodine bunkového cyklu. Pridanie kofeinu malo za nésledok rychlejSie dosiahnutie CP,
takZe variant s kofeinom (Obr. 16 B) dosiahol 3. CP a tym aj moZnost’ delit’ sa na 8 dcérskych
buniek asi o hodinu skér v porovnani s kontrolou (Obr. 16 A). Populacidm buniek, ku ktorym
bol pridany zeocin (Obr. 16 C), resp. kofein so zeocinom (Obr. 16 D), sa uz nepodarilo
dosiahnut’ 3. CP a 2. CP dosiahlo asi len 50 % buniek, ktoré to stihli eSte pred pridanim
¢inidiel v 8. hodine bunkového cyklu.

Delenie protoplastov, podobne ako dosiahnutie CP, prebehlo rychlejSie u varianty
ovplyvnenej kofeinom (Obr. 16 B - prerusované Ciary) v porovnani s kontrolou (Obr. 16 A -
prerusované Ciary). V pritomnosti zeocinu nebolo zaznamenané ziadne delenie protoplastov
(Obr. 16 C). Pritomnost’ kofeinu v kulture ovplyvnenej zeocinom viedla k ¢iastoénému
deleniu protoplastov na 2 (®, preruSovana ¢iara) dcérske bunky (Obr. 16 D).

Porovnanim celkového delenia buniek (@, bodkovana ¢iara) v populdcii rdéznych variantov
vidime, Zze samotny kofein urychloval priebeh bunkového cyklu a teda stimuloval delenie
protoplastov (Obr. 16 B — bodkovana ¢iara). V kombinacii so zeocinom, kofein umoznil 40 %
buniek delenie, pravdepodobne na zéklade prekonania bloku vzniknutého v désledku U€inku

zeocinu (Obr. 16 D — bodkovana ¢iara).

4.2.4. Replikacia DNA

Dal§im faktorom sledovanym po ovplyvneni synchrénnej kultury kofeinom a zeocinom,

resp. ich kombindciou bola replikdcia DNA u jednotlivych variant (Obr. 17).

Obr. 17: Zmeny v replikacii DNA

buniek Chlamydomonas reinhardtii
rasticich v nepritomnosti Cinidiel
(@), v pritomnosti 5 pg/ml zeocinu
(m) a vpritomnosti kofeinu so
zeocinom (¢) (os x predstavuje
hodinu bunkového cyklu, os vy
mnozstvo DNA v pg/bunku, biela
lista predstavuje svetelnl fazu
kultivacie, Cierna predstavuje tmavu
fazu kultivacie, prerusovana Ciara
predstavuje hodinu pridania ¢inidiel).

mnozstvo DNA, pg/bunku
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U kontrolnej kultary (®) a buniek pestovanych v pritomnosti kofeinu (nie je zobrazené
v grafe) sa hladina DNA zvysila 8 krat, pricom replikacia zacala v 11. hodine bunkového
cyklu. U kultar pestovanych v pritomnosti zeocinu (M) a kofeinu/zeocinu () sa mnozstvo
DNA zvysilo len 4 krat v porovnani so zaciatkom bunkového cyklu a samotny zaciatok
replikacie bol oneskoreny asi o 2 — 3 hodiny.

Hoci rast buniek (Obr. 15) nie je ovplyvneny pritomnostou Cinidiel, replikacia DNA je
v pritomnosti zeocinu a kofeinu/zeocinu oneskorena (Obr. 17). TaktieZ mnozstvo DNA je
u kultar ovplyvnenych zeocinom a kofeinom/zeocinom dvakrat nizSie v porovnani s kontrolou
(Obr. 17), ¢o naznacuje, ze v oboch pripadoch bunky dosiahli 2. CP a maji kapacitu pre
rozdelenie sa na 4 dcérske bunky. AvSak v skuto¢nosti v pripade zeocinu nedoslo k ziadnemu
rozdeleniu protoplastov (Obr. 16 C) a v pripade kofeinu/zeocinu sa materské bunky rozdelili

prevazne len na 2 dcérske bunky (Obr. 16 D).

4.2.5. Struktara buniek v synchrénnej populacii riasy C. reinhardtii

ovplyvnenej pritomnostou 2 mM kofeinu a 5 pg/ml zeocinu

Priebeh bunkového cyklu, predovSetkym delenie jadier a protoplastov, bol v jedno-
tlivych variantoch sledovany aj pomocou mikroskopickych technik. Prvy stipec predstavuje
delenie protoplastov pozorované pomocou svetelného mikroskopu. V druhom stipci st jadra
farbené SYBR Green I zobrazené fluorescenénym mikroskopom. Posledny stipec predstavuje
fotky z elektronového mikroskopu, ktoré zobrazuju rezy materskou bunkou.

V kontrolnom (Obr. 18 A, B) a kofeinom (Obr. 18 D, E) ovplyvnenom variante sa delili
ako jadra tak aj protoplasty, zatial’ ¢o bunky kultivované v pritomnosti zeocinu (Obr. 18 G,
H) a zeocinu/kofeinu (Obr. 18 J, K, M, N) zostavali jednojadrové. Len mald Cast’ populacie
ovplyvnenej zeocinom/kofeinom sa ryhovala na dve dcérske bunky (Obr. 18 M), avSak ani u
nej k deleniu jadra nedochddzalo (Obr. 18 N).

Elektréonova mikroskopia odhalila, Ze deliace sa bunky v neovplyvnenom (Obr. 18 C)
a kofeinom ovplyvnenom variante (Obr. 18 F) delia svoje jadra (N) a chloroplasty (C)
s vel'kym mnozstvom Skrobu (S). Bunky kultivované v pritomnosti zeocinu (Obr. 18 I)
a kofeinu/zeocinu (Obr. 18 L, O) zostavaju jednojadrové avSak niektoré z kofein/zeocin

ovplyvneného variantu vykazuju delenie chloroplastov (Obr. 18 O).
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Obr. 18: Mikroskopicke fotografie zo svetelného (1. stipec - protoplasty), fluorescenéného (2. stipec -
jadra) a elektronového mikroskopu (3. stlpec - rezy bunkou) buniek Chlamydomonas reinhardtii
neovplyvnenej kultiry (A, B, C), kofeinom (D, E, F), zeocinom (G, H, I) a kofein/zeocinom (J, K, L,
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M, N, O) ovplyvnenej kultiry. Jadra su farbené SYBR Green I. Mierka: prvé dva stipce — 10 pum,
posledny stlpec - 2 um. Na priereze bunkou: N — jadro, C — chloroplasty, S — §krob.

4.2.6. Expresné profily mitotickych kinaz CdkB1 a Wee1 v populacii
synchrénnych buniek C. reinhardtii ovplyvnenej pritomnost'ou 2 mM

kofeinu a 5 pg/ml zeocinu

V dalsich pokusoch bol sledovany vplyv kofeinu a zeocinu na expresiu proteinov
regulujticich bunkovy cyklus C. reinhardtii, konkrétne kindz CdkB1 a Weel.

CdkB1 aj kindza Weel sa exprimuju u C. reinhardtii v S/M faze bunkového cyklu
(Bisova et al., 2005), pricom o kinaze Weel u A. thaliana je zname, Ze jej expresia sa zvysSuje
po poskodeni DNA (De Schutter et al., 2007). Preto sa sledovala expresia oboch génov po
poskodeni DNA spdsobenom zeocinom, a to pomocou RT-PCR a Western blotu. Taktiez sa
Studovala expresia tychto kinaz po posobeni kofeinu a spolupdsobeni oboch latok. O kofeine
je zndme, ze ma synergické u€inky s vacSinou latok poSkodzujicich DNA.

Jednotlivé varianty boli kultivované za Standardnych kultivaénych podmienok,
synchronizované striedanim svetla a tmy v pomere hodin 13: 11 a ovplyvnené v 8. hodine

bunkového cyklu pridanim latok do kultivaéného HS média.

4.2.6.1. Sledovanie expresie kinaz CdkB1 a Wee1 pomocou RT-PCR
Mnozstvo mRNA kinazy CdkB1 (Obr. 19) v neovplyvnenej kultire (®) vykazuje prvé

mierne zvySenie v ¢ase dosiahnutia 1. CP, Co je asi 4. hodina bunkového cyklu. Za nim
nasleduje vyrazné zvySenie mnozstva primarneho transkriptu v ¢ase S/M fézy, ¢o je asi okolo
10.-11. hodiny bunkového cyklu. V porovnani s kontrolou bol v kofeinom (V) ovplyvnenej

kultare zaznamenany niz$i pik v ¢ase S/M fazy a aj jeho pokles bol rychlejsi. V pritomnosti
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Obr. 19: Hladina transkripcie
CDKBI génu analyzovand pomocou
RT-PCR v synchronizovanej

reinhardtii v nepritomnosti Cinidiel
(®) a vpritomnosti 2 mM kofeinu
\ - (V), 5ug/ml zeocinu (M) a ich
kombinacie (¢). Génova expresia
bola normalizovand voc¢i expresii
18S rRNA génu (os x predstavuje

hladinu expresie CDKBI
v relativnych jednotkach, biela lista
predstavuje svetelntl fazu kultivacie,

¢as, h predstavuje hodinu pridania ¢inidiel).

47



zeocinu (M) a kofeinu/zeocinu () mnozstvo primarneho transkriptu kindzy CdkB1 vzrastlo
okamzite po pridani zeocinu a zostalo na tejto vysokej trovni niekol’ko hodin. Nasledne toto
mnozstvo zacalo voboch variantoch pomaly klesat’, avSak v porovnani s kontrolnou
a kofeinom ovplyvnenou kultirou zostalo nad’alej na vysokej hladine.

V pripade kinazy Weel bolo v neovplyvnenej kulture (®) zaznamenané prvé maximum
v case 1.CP a potom v S/M faze (Obr.20). V kofeinom (V) ovplyvnenej kultire bol
expresny profil podobny, s tym rozdielom, Ze hladina primarneho transkriptu sa udrzovala
v porovnani s kontrolou na ovela nizSej tirovni. V pritomnosti zeocinu (M) a kofeinu/zeocinu
(¥) mnozstvo primarneho transkriptu WEEI vzrastlo, podobne ako v pripade primarneho
transkriptu CDKBI1, okamzite po pridani zeocinu, zostalo na tejto vysokej trovni niekol’ko
hodin a nésledne zacalo pozvolne klesat. Rovnako ako v pripade CDKBI aj tu zostavala,
napriek poklesu, hladina priméarneho transkriptu WEEI na vysokej Urovni v porovnani

s kontrolnou a kofeinom ovplyvnenou kultarou.

hladina expresie, rel. u.

Obr. 20: Hladina transkripcie WEE1
génu analyzovana pomocou RT-PCR
v synchronizovanej populacii buniek
Chlamydomonas reinhardtii
v nepritomnosti ~ Cinidiel (®) a
v pritomnosti 2 mM kofeinu (V),
5pg/ml  zeocinu (M) a ich
kombinacie (). Génova expresia
bola normalizovand voci expresii
18S rRNA génu (os x predstavuje
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4.2.6.2. Specificita protilatok proti kinazam CdkB1 a Wee1 z C. reinhardtii

Aby bolo mozné overit’, ¢i zmeny v transkripcii vedu k zmene hladiny proteinov CdkB1

a Weel v jednotlivych variantoch, boli pouzité Specifické protilatky proti danym kinazam.
Tieto protilatky boli overované prostrednictvom Western blotu na celkovom proteinovom
extrakte z mitotickych buniek, ktory bol detekovany prostrednictvom pre-imunizovaného
a imunizovaného séra. Ani jedna zo sledovanych kinaz nebola detekovana pre-imunizovanym
sérom, zatial o v imunizovanom sére kazda protilditka vykazovala Specificku reakciu.

Protilatka anti-CDKB1 reagovala s dvoma proteinmi. SlabSia reakcia bola s proteinom
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o vel'kosti 36 kDa a silnejsia s proteinom, ktory mal velkost’ okolo 38 - 39 kDa (Obr. 21).
Protein o vel'kosti 36 kDa tiez reagoval s protildtkou proti motivu PSTAIRE (Obr. 23), preto
predpokladame, Ze sa jedna o CdkA. Naopak protein o velkosti 38 - 39 kDa je zrejme kindza
CdkB. Protilatka anti-WEE1 rozpoznavala protein s velkostou 55 kDa, ¢o predikuje

pritomnost’ kindzy Weel v proteinovom extrakte (Obr. 21).

aCDKBI aWEE]I
pre-imunizované imunizované pre-imunizované imunizované Obr. 21: Overenie specifity
— — — =jlg protilatok proti CrCdkB1 a CrWeel
— — — — 05 na celkovom proteinovom extrakte
— — — — z mitotickych buniek zelenej riasy
e Chlamyd inhardtii
amydomonas reinhardtii
— — — - ‘—‘% pomocou 12 % SDS-PAGE a PVDF
_ d — . — 43 blotovacej membrany, detekcia pre-
i ~— imunizovanym sérom a sérom
_ ! _ —34 vytvorenym proti CdkB1 resp. Weel
proteinu, Specifické reakcie s
— — — — 26 proteinmi o velkosti 36 kDa (CdkA),

38 - 39 kDa (CdkB1) a 55 kDa
(Weel) st oznaCené Sipkami.

4.2.6.3. Sledovanie proteinovej expresie kinaz CdkB1 a Wee1 pomocou

Western blotu

V neovplyvnenej kultire bol protein CdkB1 (Obr. 22 A) detekovatelny prvy krat v ¢ase
1. CP (4. hodina bunkového cyklu) a jeho hladina zostala vysoka az do skon¢enia bunkového
delenia. V pripade kofeinom ovplyvnenej kultiry bolo mnozstvo aj priebeh akumulacie
proteinu CdkB1 porovnate'né s kontrolou. V oboch pripadoch koresponduje proteinova
hladina s priebehom transkripcie. Kultiry ovplyvnené samotnym zeocinom alebo kofeinom
v spolupdsobeni so zeocinom vykazovali podobnll hladinu proteinu CdkB1 ako kontrolny
variant s tym rozdielom, ze v kofeinom/zeocinom ovplyvnenej kultire sa udrzala na vysokej
urovni az do skoncenia experimentu.

Protein Weel bol v neovplyvnenej kultare C. reinhardtii (Obr. 22 A) pritomny pocas
celého bunkového cyklu, pricom sa jeho hladina zvysila v ¢ase 1. CP a maximum dosiahla
v 10. hodine bunkového cyklu. V pritomnosti kofeinu bola hladina tohto proteinu
porovnatel'nd s neovplyvnenou kultirou, hoci tu nebolo zaznamenané ziadne signifikantné
zvysSenie v priebehu cyklu. V kultirach ovplyvnenych samotnym zeocinom a zeocinom
v spoluposobeni s kofeinom bola hladina proteinu Weel o nieo vysSia ako v kontrole a tiez
k jej zvyseniu doslo o trochu skér. V zeocinom ovplyvnenej kultire sa protein Weel udrzoval

na vysokej trovni do 16. hodiny bunkového cyklu a potom bol degradovany. Naopak,
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v kultire ovplyvnenej kofeinom/zeocinom nebol Weel protein degradovany a teda jeho

hladina bola vysoka az do skonc¢enia experimentu.

A aCDKBI1
0246 8910111213141516 1718192022 24 26283032
kontrola T LT YY)
+zeclc.i|"| EE T 1T T 1L E T . T T T Y Ty
+ KOfein/zeocin — « @ = e e e o o o o e e e e e - o
B oWEEI D246 8 910111213141516 1718192022 24 26283032
kontrola - - - - .
+ kofein Y T A Y
+ zeucin TR = - o &0
+ kofein/zeocin e L b ——

Obr. 22: Proteinova hladina kindaz CdkB1 (A) a Weel (B) v synchronizovanej populacii buniek
Chlamydomonas reinhardtii. Bunky rastli v nepritomnosti ¢inidiel a v pritomnosti 2 mM kofeinu,
5 pug/ml zeocinu a ich kombinacie. Polovicné mnoZstvo proteinového extraktu bolo nanasané od
9. hodiny bunkového cyklu.

4.2.7. Purifikacia mitotickych kinaz z populacie synchrénnych buniek
C. reinhardtii ovplyvnenej pritomnostou 2 mM kofeinu a 5 ug/ml

zeocinu a testovanie ich kinazovej aktivity

V nasledujucich experimentoch bola sledovand kinazova aktivita mitotickych kinaz
a kindzy Weel po ovplyvneni buniek jednotlivymi ¢inidlami a tiez po ich spolupdsobeni.
Kinazy boli ziskané purifikdciou dvoma ré6znymi metédami a nasledne bola testovana ich
aktivita pomocou histonu H1 (aktivita CKSl-viazanych kindz akindzy CdkBI
imunoprecipitovanej pomocou anti-CDKB) a mnozstva fosforylovanych tyrozinov na CDK
(Weel aktivita).

Oba typy kindz boli izolované z populacii buniek ovplyvnenych v 8. hodine svetelnej

periddy pridanim ¢inidiel do zivného média.

4.2.7.1. Purifikacia mitotickych kinazy z celkového mitotického proteinového

extraktu

Pre sledovanie aktivity mitotickych kindz bolo potrebné izolovat’ ich z celkového

mitotického proteinového extraktu. Na to boli pouzit¢ dve purifikaéné metddy. Prvou
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metddou bolo vyviazanie kindz na CrCKS1 gulicky obsahujuce CKS1 protein
z C. reinhardtii, ktory Specificky viaze mitotické kinazy. Touto metédou sme ziskali
Specifickll reakciu CKS1 s proteinom o velkosti okolo 36 kDa, ktory pravdepodobne
zodpoveda kindze CdkA (Obr. 23 A). Pritomnost’ d’alSej mitotickej kinazy, CdkB, ktora ma
vel'kost’ okolo 38 - 39 kDa (vid'. kapitolu 4.2.6.2) sme nezaznamenali. Druhou purifikacnou
metodou bola imunoprecipiticia pomocou Specifickej protilatky anti-CDKB. Tato viedla
k uspesnej purifikacii ako kindzy CdkB, tak aj proteinu s velkost'ou 36 kDa, ktory zodpoveda
CdkA (Obr. 23 B).

A ckst-bound B

IP aCDKB
1 TR

CE P FT CE IP FT CE IP FT CE IP FT
aCDKA aCDKB oPSTAIR  oCDKB

Obr. 23: Purifikacia mitotickych kindz z celkového mitotického proteinového extraktu buniek
Chlamydomonas reinhardtii pomocou CKS1-guli¢iek (A), resp. protilatky anti-CDKBI1 (B) a nasledna
detekcia pomocou protilatok anti-CDKA (A), anti-CDKB (A, B) a anti-PSTAIRE (B), CE - celkovy
mitoticky extrakt, IP — eluat po purifikacii CKS1-gulickami resp. po imunoprecipitacii protilatkou
anti-CDKB, FT - nenaviazané proteiny po purifikdcii CKS1-gulickami, resp. anti-CDKB
imunoprecipitacii.

4.2.7.2. Ovplyvnenie kinazovej aktivity CDK/Cyc komplexov pomocou kinazy

Wee1 in vitro

Nepriama kinazova esej bola robena pre overenie, ¢i sa kinazova aktivita proteinov
CdkA a CdkB, resp. ich komplexov s cyklinom zmeni po fosforylacii kindzou Weel.
Kinazové komplexy boli ziskané bud’ sucasnou produkciou cyklinu a CDK v hmyzich
bunkach alebo boli izolované z riasovych extraktov.

Hmyzie bunky Sf-9 boli infikované bakulovirusom pre prislusni CDK a cyklin.
Kinazové komplexy vzniknuté po produkcii oboch proteinov boli izolované pomocou His
kotvy na cyklinovej podjednotke a inkubované v pritomnosti, resp. nepritomnosti 250 ng
rekombinantného  proteinu  His-Weel. Okrem toho boli kindzové komplexy
imunoprecipitované z 250 pg celkového mitotického proteinového extraktu C. reinhardtii,
a to bud’ pomocou CKS1 guli¢iek alebo pomocou protilatky anti-CDKB. Tieto komplexy boli
opit’ inkubované v pritomnosti resp. nepritomnosti 250 ng purifikovanej His-tagovanej kindzy

CrWeel.
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Vo vseobecnosti sa v pritomnosti proteinu His-CrWeel kindzova aktivita CDK/Cyc
komplexov znizila. V pripade, ze sa CdkA alebo CdkB viazali s CycA bolo toto znizenie len
na urovni asi 10 %. K vyraznejSiemu poklesu kindzovej aktivity (asi o0 30 %) vSak doSlo
v komplexoch, v ktorych sa CdkA a CdkB viazali s mitotickym CycB (Obr. 24 A). Rovnako
aj v pripade CKS1 a anti-CDKB purifikovanych proteinov viedla pritomnost Weel k poklesu
kinazovej aktivity, a to ako kindzy CdkA tak aj CdkB (Obr. 24 B). Tieto vysledky naznacuju,
ze kindza Weel Ciasto€ne inhibuje aktivitu komplexov kindz CdkA a CdkB.

A B

CDKA1 CDKB1 CKS1 aCDKB
T e
O e o
Weel - + - + - + - +

Obr. 24: Zmeny v kinazovej aktivite komplexov CdkA1/CycA1(CycB1) resp. CdkB1/CycA1(CycB1)
(A) a kinaz viazanych na protein CrCKS1 resp. imunoprecipitovanych pomocou anti-CDKB (B)
uriasy Chlamydomonas reinhardtii v pritomnosti proteinu CrWeel. Purifikované komplexy boli
inkubované s kinazou His-CrWeel a nasledne boli detekované zmeny vo fosforylacii histonu H1 ako
ich substratu. Obrazky znazoriiuju kinazovu aktivitu in vitro detekovant autoradiograficky

4.2.7.3. Kinazova aktivita CKS1-viazanych kinaz, CdkB1 a Wee1 kinaz
v synchronizovanej populacii buniek C. reinhardtii ovplyvnenej

pritomnost'ou 2 mM kofeinu a 5 pg/ml zeocinu

Kindzova aktivita proteinov naviazanych na CKS1 gulicky akinazy CdkBI
imunoprecipitovanej pomocou Specifickej protilatky bola sledovand pomocou histonu HI1,
ktory je ich substrditom a vykazovala rovnaky priebeh (Obr. 25 A, B). V kontrolnej a
kofeinom ovplyvnenej kulture aktivita stipa od 11. hodiny bunkového cyklu, ¢o predstavuje
zaCiatok S/M fazy, pricom maximum dosahuje v 13. hodine a nasledne zacne klesat.
V pripade zeocinom ovplyvnenej kultiry sa aktivita udrzuje na nizkej hladine asi do
12. hodiny bunkového cyklu. Nasledne zacina stipat, ¢o je asi 02 hodiny neskdr ako
v kontrolnom variante, avSak udrzuje sa na vysokej urovni pocas celého experimentu.
V kultire ovplyvnenej spoluposobenim kofeinu a zeocinu zacala kinazova aktivita stupat’
v rovnakom case ako u kontrolnej a kofeinom ovplyvnenej kultary, ale na rozdiel od nich sa

udrzuje na tejto vysokej urovni po cely experiment (Obr. 25 A, B).
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Aktivita kinazy Weel bola merand pomocou Specifickej protilatky rozpoznavajicej
mnozstvo fosforylovanych tyrozinov na CDK. Tyrozinovéa fosforylacia v neovplyvnenej
kultire stupala od casu, kedy kultura dosiahla 1. CP az do 12. hodiny bunkového cyklu
a potom zacala klesat. V kofeinom ovplyvnenej variante nebola fosforylacia detekovatelna
takmer cely bunkovy cyklus a objavila sa az po skonceni bunkového delenia. V kultare
ovplyvnenej zeocinom bola tyrozinova fosforylacia vysoka od pridania zeocinu v 8. hodine az
do 12. - 13. hodiny cyklu a hned’ potom zacala klesat’. V pritomnosti kofeinu so zeocinom bol
priebeh podobny, s tym rozdielom, Ze vysoké fosforylacia sa udrzala len do 11. hodiny cyklu

a potom uz nebola detekovatel'na (Obr. 25 C).
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Obr. 25: Kinazova aktivita CKSl-viazanych kindz (A) akindzy CdkB1 imunoprecipitovanej
pomocou anti-CDKB1 (B) zneovplyvnenych a kofeinom a zeocinom ovplyvnenych buniek
Chlamydomonas. reinhardtii detekovana prostrednictvom histonu H1 ako ich substratu a aktivita
kinazy Weel (C) kvantifikovana ako mmnozstvo Tyr-fosforylacie na CDK pomocou Specifickej
protilatky anti-p-Cdc2 p34 Tyr 15. Tyr-fosforylacia bola merana u synchronnej populdcie buniek
Chlamydomonas reinhardtii rasticich v nepritomnosti a v pritomnosti inhibitorov. Polovi¢né
mnozstvo proteinového extraktu bolo nanasané od 9. hodiny bunkového cyklu.
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4.3. Vplyv inhibitorov bunkového delenia (FdUrd, kofein) a zeocinu
na bunkovy cyklus buniek divokého kmena rias Scenedesmus
guadricauda

Podobne ako uriasy C. reinhardtii aj uriasy S. quadricauda bol testovany vplyv
inhibitorov bunkového delenia na priebeh bunkového cyklu a jeho prepojenie s reparaciou
DNA po jej poskodeni vplyvom chemického cinidla. Ako ¢inidlo poskodzujiice DNA bol
vybrany zeocin, ktory sa nam osvedcil u predchadzajiceho modelového organizmu. Rovnako
bol pouzity aj kofeins ohl'adom na fakt, ze ovplyviiuje reakciu buniek na poSkodenie DNA.

Na zaklade publikovanych vysledkov tykajicich sa vplyvu FdUrd na bunky riasy
S. quadricauda, bol tento inhibitor bunkového delenia taktiez pouzity v pokusoch s touto
riasou. FdUrd je ucinnym inhibitorom jadrovej replikacie DNA u S. quadricauda, pricom
neovplyvituje rast buniek (Zachleder, 1994; Vitova et al., 2008). Naopak u C. reinhardtii
FdUrd nemé Ziadny vplyv na replikdciu jadrovej DNA, ani na priebeh bunkového cyklu
(Wurtz et al., 1977; Wurtz et al., 1979) (vid’ vysledky vyssie), a preto toto ¢inidlo nebolo

u C. reihardtii pouzité.

4.4. Vplyv kofeinu, zeocinu, FdUrd a ich kombinacie na bunky
divokého kmena riasy Scenedesmus quadricauda

Bunky divokého kmena riasy S. quadricauda boli ovplyviiované vybranymi
koncentraciami kofeinu, zeocinu a FdUrd, a to bud samostatne alebo v rdéznych
kombindciach. V pripade kofeinu a zeocinu sme vychadzali z koncentracii pouzitych
u C. reinhardtii, avsak bolo potrebné overit, pripadne vybrat’ novi, vhodnu kombinaciu
tychto dvoch cinidiel. V pripade FdUrd bola pouzitd overena koncentracia 25 upg/ml
(Zachleder, 1994; Vitova et al., 2008). FdUrd bol aplikovany samostatne alebo v kombinacii

s kofeinom, zeocinom, resp. oboma tymito ¢inidlami.

4.4.1. Vplyv réznych koncentracii kofeinu a zeocinu na prezivanie

buniek S. quadricauda

Prezivanie buniek bolo stanovené pomocou spot testu na Petriho miskach
s anorganickym médiom % SS obsahujiicim rozne koncentracie inhibitorov. Bunky boli
riedené v dvoch sériach a to 5-krat (Obr. 26, horny rad), resp. 10-krat (Obr. 26, dolny rad). Po
kultivacii na trvalom svetle sa hodnotila schopnost’ ich rastu a prezivania pri réznych

koncentraciach inhibitorov.
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Zvysujuca sa koncentracia kofeinu len velmi mierne ovplyvnila prezivanie buniek na
rozdiel od stupajticej koncentracie zeocinu. Ani pri jednej z pouzitych koncentracii kofeinu
nedoslo k ziadnej viditeI'nej zmene v prezivani v porovnani s kontrolou. Naopak, zvySujica sa
koncentracia zeocinu vyrazne znizila prezivanie ovplyvnenych buniek.

Kombinacia kofeinu a zeocinu mierne zvySila prezivanie buniek v porovnani so
samotnym zeocinom, a to predovsetkym pri koncentracii zeocinu 10 pg/ml. Vzhl'adom na to,
ze aplikacia samotného 10 pg/ml zeocinu viedla k Uplnej inhibicii rastu buniek, zatial' ¢o
v kombinécii s kofeinom boli tieto bunky schopné prezit, vybrali sme pre d’alSie analyzy
kombinaciu 2 mM kofeinu s 10 pg/ml zeocinu.
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210° 210* 210° 2107 210" 2

Kontola 210° 4410% 810%1.610°3.210%6.410"
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kofein 3 mM zeocin 20 pg/ml
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zeocin 5 pg/ml
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Obr. 26: Spot-test: prezivanie buniek divokého kmena Scenedesmus quadricauda na anorganickom
Y2 SS médiu s pridavkom kofeinu, zeocinu a ich kombinacie.

4.4.2. Vplyv 2 mM kofeinu a 10 pg/ml zeocinu bez resp. v kombinacii

FdUrd na

S. quadricauda

s 25 pug/ml

rast

synchréonnej populacie buniek

Pre vsetky experimenty boli kultury S. quadricauda synchronizované troma po sebe

iducimi cyklami striedania svetelnej a tmavej periody v pomere 15 h/9 h, pricom pre samotné



experimenty bol pouzity rezim trvalého svetla, a teda bunky neboli limitované v raste. Pre
kultivaciu buniek bolo pouzité tekuté anorganické 4 SS médium bud’ bez pridania &inidiel,
alebo s pridavkom kofeinu (2 mM), zeocinu (10 pg/ml) a ich kombinacie. Rovnaké rozloZenie
experimentu bolo pouZité aj pre kombinaciu s FdUrd. Cinidla boli pridavané bud’ na za¢iatku
bunkového cyklu alebo v 8. hodine svetelnej periddy. V pripade FdUrd boli vzdy vsetky
¢inidla pridané na zaciatku bunkového cyklu.

Vzorky boli odoberané kazda hodinu a z nich nasledne vyhodnotené¢ zmeny vo velkosti

buniek rastacich bez pritomnosti danych €inidiel, v pritomnosti jednotlivych ¢inidiel a ich
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Obr. 27: Zmeny vo velkosti buniek Scenedesmus quadricauda merané na zaklade zmeny
koncentracie proteinov na bunku. Bunky rastli v nepritomnosti Cinidiel (®), v pritomnosti 2 mM
kofeinu ( V), 10 pg/ml zeocinu (M) a ich kombinacie (¢) (A, B). Rovnaké ¢inidla boli kombinované
aj s FdUrd (C) — FdUrd (®, bodkovana ¢iara), FdUrd + 2 mM kofein ( V, bodkovana ¢iara), FdUrd +
10 pg/ml zeocinu (M, bodkovana ciara) a FdUrd + kombinacia kofeinu a zeocinu (¢, bodkovana
giara). Cinidla boli pridavané na za¢iatku bunkového cyklu (A, C), resp. v 8. hodine bunkového cyklu
(B) (os x predstavuje hodinu bunkového cyklu, os y mnozZstvo proteinov (pg/bunku), biela lista
predstavuje svetelnu fazu kultivacie, prerusovana zvisla ¢iara predstavuje hodinu pridania ¢inidiel).
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kombindacie. Vel'kost' buniek bola merana jednak pomocou pristroja Coulter Counter, rovnako
ako aj na zaklade zmien v koncentracii proteinov na bunku, priCom vysledky boli v oboch
pripadoch porovnatelné.

Kontrolnd neovplyvnend kultiura rastla exponencidlne a velkost' buniek vzrastla asi
10 krat oproti pociatocnej hodnote (®) (Obr. 27 A, B). Podobny priebeh rastu mala aj kultara
ovplyvnena kofeinom ( V), a to bez ohl'adu na to, ¢i bol pridany na zaciatku bunkového cyklu
alebo v jeho 8. hodine (Obr. 27 A, B). Kultiry ovplyvnené zeocinom ( W) vykazovali rozdiel
v zéavislosti od toho, v ktorej faze bunkového cyklu bol zeocin pridany ku kultGram. Jeho
aplikécia na zaciatku bunkového cyklu spomalila rast buniek v porovnani s neovplyvnenou
kultarou a tiez ich konec¢né velkost’ bola mensia asi 0 20 % (Obr. 27 A). Na druhej strane,
aplikacia v 8. hodine bunkového cyklu nemala Ziadny efekt na rast buniek (Obr. 27 B).
Podobne, aj kombinécia kofein/zeocin () spomalila rast buniek v pripade, ked’ ¢inidla boli
pridané v nultej hodine bunkového cyklu (Obr. 27 A), avSak nemala Ziadny G¢inok na rast
buniek, ak ¢inidla boli aplikované v 8. hodine bunkového cyklu (Obr. 27 B).

Po ovplyvneni buniek inhibitorom FdUrd (®, bodkovan4 ¢iara) a FdUrd s kofeinom (V,
bodkovand ¢iara) bola akumuldcia proteinov (Obr. 27 C) podobna tej, ktora bola
zaznamenana pri kontrolnej a kofeinom ovplyvnenej kultire po pridani ¢inidiel na zaciatku
bunkového cyklu (Obr. 27 A). V pripade FdUrd v kombinécii so zeocinom (M, bodkovana
¢iara) a FdUrd s kofeinom a zeocinom (¢, bodkovana ¢iara) bol najprv rast podobny kultiare
ovplyvnenej len samotnym FdUrd, avSak neskor bola zaznamenana proteinova degradacia.
Toto naznacuje velmi silny tlak kombinacie danych Ccinidiel na bunky a s najvicSou

pravdepodobnost’ou vedie k smrti niektorych buniek.

4.4.3. Vplyv 2 mM kofeinu a 10 pg/ml zeocinu na priebeh bunkového

delenia synchrénnej populacie buniek S. quadricauda

Pocas rastovej (svetelnej) fazy bunky S. quadricauda postupne dosiahnu jeden alebo
viac CP, ¢o im umoZni nésledne sa rozdelit’ na prisluSny pocet dcérskych buniek, pricom
maximalny pocet buniek v cenobiu je 8. Toto zodpoveda dosiahnutiu troch CP.

Vsetky bunky v oboch kontrolnych variantoch (Obr. 28 A, 29 A) dosiahli 1. CP (@, plna
Ciara), 2. CP (V, plna ciara) a 3. CP (M, plné ¢iara), priCom kazdy z nich bol nasledovany
delenim jadier (®, V, M, bodkované Ciary) a protoplastov (®, ¥V, M, preruSované Ciary)
a vznikom 8-bunkovych cenobii. Kultiry ovplyvnené kofeinom (Obr. 28 B, 29 B), bez
ohl'adu na Cas pridania Cinidla, mali priebeh bunkového cyklu podobny kontrole. Pridanie

zeocinu na zaciatku bunkového cyklu (Obr. 28 C) malo za nésledok vyrazné zmeny v jeho
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priebehu. Bunky neboli schopné dosiahnut’ ani jeden CP a neprebehlo u nich ani jadrové
delenie ani delenie protoplastov. Spolupdsobenie kofeinu a zeocinu pridanych na zaciatku
bunkového cyklu (Obr. 28 D) spdsobilo ¢iastocné prekonanie inhibicie indukovanej u¢inkom
samotného zeocinu. Z celkovej populacie dosiahlo 35 % buniek 1. CP (®, plna ciara), za

ktorym u nich nasledovalo jadrové delenie (®, bodkovana Ciara) a delenie protoplastov (@,

prerusovana Ciara).
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Obr. 28: Priebeh bunkového cyklu synchronizovanej populacie buniek Scenedesmus quadricauda
v nepritomnosti inidiel (A), v pritomnosti 2 mM kofeinu (B), 10 pg/ml zeocinu (C) a ich kombinacie
(D). Cinidla boli pridané na za¢iatku bunkového cyklu. Graf zobrazuje percento buniek, ktoré dosiahli
CP pre rozdelenie sa na 2 (®, plna Ciara), na 4 (V, plnd Ciara) a na 8 (M, plna Ciara) dcérskych
buniek, delenie jadier na 2 (®, bodkovana ¢iara), na 4 (V, bodkovana ¢iara), na 8 (M, bodkovana
Ciara) a tiez delenie protoplastov na 2 (®, prerusovana Ciara), 4 (V, preruSovana Ciara) a § (M,
prerusovana ciara) dcérskych buniek (os x predstavuje hodinu bunkového cyklu, os y zastipenie
buniek v %, biela lista predstavuje svetelnt fazu kultivacie).

V pripade aplikacie ¢inidiel v 8. hodine bunkového cyklu (Obr. 29) mala kontrolna
kultara (Obr. 29 A) a kultura ovplyvnena kofeinom (Obr. 29 B) rovnaky priebeh bunkového
delenia ako v pripade pridavania ¢inidiel na zaciatku cyklu (vid’ odstavec vyssSie). Este pred

pridanim ¢inidiel dosiahli bunky vo vSetkych kultarach (Obr. 29 A-D) 1. CP (@, plna ¢iara).

58



V zeocinom ovplyvnenej kultare (Obr. 29 C) bunky nedosiahli ziadny d’al§i CP a z d’alSich
procesov ako je jadrové a bunkové delenie sa tiez uskutoCnili len tie, ktoré uz boli
naindukované pred pridanim zeocinu. Asi u dvoch tretin populdcie (okolo 66 %) sa jadra
rozdelili na dve (®, bodkovana Cciara), ¢o pokracovalo aj delenim protoplastov (@,
preruSovana ¢iara). V kofeinom a zeocinom ovplyvnenej kulture (Obr. 29 D) bolo dosiahnutie

jednotlivych CP tiez redukované v porovnani s kontrolnou a kofeinom ovplyvnenou kultirou
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Obr. 29: Pricbeh bunkového cyklu synchronizovanej populacie buniek S. quadricauda
v nepritomnosti inidiel (A), v pritomnosti 2 mM kofeinu (B), 10 pg/ml zeocinu (C) a ich kombinacie
(D). Cinidla boli pridané v 8. hodine bunkového cyklu. Graf zobrazuje percento buniek, ktoré dosiahli
CP pre rozdelenie sa na 2 (®, plna Ciara), na 4 (V, plna ¢iara) a na 8 (M, plna ¢iara) dcérskych
buniek, delenie jadier na 2 (®, bodkovana ciara), na 4 (V, bodkovana Ciara), na 8 (M, bodkovana
Ciara) a delenie protoplastov na 2 (®, prerusovana Ciara), 4 (V, prerusovand cCiara) a 8 (H,
prerusovana ciara) dcérskych buniek (os x predstavuje hodinu bunkového cyklu, os y zastipenie
buniek v %, biela lista predstavuje svetelni fazu kultivacie, preruSovana zvisla ¢iara predstavuje
hodinu pridania Cinidiel).

(Obr. 29 A, B). 66 % buniek dokoncilo prvli postupnost’ reprodukénych procesov (®, vsetky
typy €iar) a rozdelilo sa na 2 dcérske bunky (Obr. 29 D), podobne ako v zeocinom (Obr. 29 C)
ovplyvnenom variante. Okrem toho asi 30 % buniek dosiahlo aj 2. CP (V, plnd Ciara) a

dokoncilo 2. delenie jadier (V, bodkovana Ciara) a protoplastov ( V, preruSovana ¢iara). To
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znamend, ze pri spolupdsobeni kofeinu/zeocinu st bunky schopné ciastocne prekonat’
inhibi¢ny ucinok zeocinu. Zatial ¢o v zeocinom ovplyvnenej kultare (Obr. 29 C) vdbec
nedoslo k 2. postupnosti reprodukénych procesov, v kofeinom/zeocinom ovplyvnenej kulttre
(Obr. 29 D) tato postupnost’ ( ¥V, vSetky typy ¢iar) prebehla u 30 % buniek.

Po aplikacii FdUrd nebolo mozné zaznamenat' v bunkach dosiahnutie CP, a to
v dosledku inhibicie replikacie a teda aj d’alSich reprodukcénych procesov ako je delenie jadier

a protoplastov, na zaklade ktorych sa CP urcuje.

4.4.4. Replikacia DNA

Dal§im faktorom sledovanym po ovplyvneni synchrénnej kultiry kofeinom, zeocinom a
ich kombinaciou, resp. pri spolupdsobeni s FdUrd bola replikdcia DNA. Kultary boli
synchronizované za rovnakych podmienok ako v predchadzajticich pokusoch a ¢inidla sa
pridavali na zaciatku, resp. v 8. hodine bunkového cyklu.

U kontrolnej kultary (®) a kultary ovplyvnenej kofeinom ( V') sa hladina DNA zvysila
8 krat, bez ohl'adu na ¢as pridania kofeinu (Obr. 30 A, B). Kofein (V) teda nema Ziadny efekt
na replikdciu DNA (Obr. 30 A, B) ani na rast buniek (Obr. 27 A, B).

Naopak, ucinok zeocinu (M) na bunky sa prejavi znizenim poctu replikacii, o znamena,
ze mnozstvo DNA sa po pridani zeocinu v nultej hodine len zdvojnéasobi (Obr. 30 A) a po
aplikacii v 8. hodine cyklu sa zvysi 4-nasobne (Obr. 30 B). Na zdklade toho sa da
predpokladat’, Ze bunky v prvom pripade dosiahli 1. CP pre delenie na 2 dcérske bunky
a v druhom pripade dosiahli 2. CP pre delenie na 4 dcérske bunky. AvSak v skutocnosti po
aplikécii zeocinu na zac¢iatku bunkového cyklu nebol zaznamenany ani jeden CP (Obr. 28 C),
¢o bolo pravdepodobne spdsobené metodickym postupom. S oh'adom na navéznost’ procesov
pocas bunkového cyklu S. quadricauda, dosahuju bunky najprv 1. CP a potom prebieha prva
replikdcia DNA (vid'. literarny prehl'ad, kapitola 2.2.3). To znamend, ze bunky ovplyvnené
zeocinom 1. CP dosiahli, len ho nebolo v dosledku zastavenia bunkového cyklu vo faze po
replikacii, teda v G2 faze, mozné identifikovat’ (Obr. 28 C), pretoze procesy, ako je delenie
jadier a protoplastov, na zéklade ktorych sa CP urcuje, vobec neprebehli.

Po aplikacii zeocinu v 8. hodine bunkového cyklu (M) sa na zaklade 4-nasobného
zvysenia mnozstva DNA (Obr. 30 B) predpokladalo, Ze bunky dosiahli aj 2. CP. Nebolo vsak
zaznamenané ani jadrové ani bunkové delenie (Obr. 29 C), a teda reprodukcéné procesy
s vynimkou replikdcie DNA boli zablokované. Tieto vysledky naznacuji, Ze bunky zostali

ucinkom zeocinu zastavené v G2 faze 2. postupnosti reprodukénych procesov.
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Obr. 30: Zmeny v replikacii DNA buniek Scenedesmus. quadricauda rasticich v nepritomnosti
¢inidiel (@), v pritomnosti 2 mM kofeinu (V), 10 pg/ml zeocinu (M) a ich kombinacie (¢) (A, B).
Rovnaké ¢inidla boli kombinované aj s FdUrd (C) — FdUrd (@, bodkovana c¢iara), FdUrd + 2 mM
kofein (V, bodkovana ¢iara), FdUrd + 10 pg/ml zeocinu ( B, bodkovana ¢iara) a FdUrd + kombinacia
kofeinu a zeocinu (¢, bodkovana &iara). Cinidla boli pridivané na za¢iatku bunkového cyklu (A, C),
resp. v 8. hodine bunkového cyklu (B) (os x predstavuje hodinu bunkového cyklu, os y mnozstvo
proteinov (pg/bunku), biela lista predstavuje svetelni fazu kultivacie, preruSovana zvisla cCiara
predstavuje hodinu pridania ¢inidiel).

Rovnako ako v pripade zeocinu, aj u kultar pestovanych v pritomnosti kofeinu/zeocinu
(¢) sa mnozstvo DNA zvysilo len 2 krat, ak boli ¢inidla pridané v nultej hodine bunkového
cyklu (Obr. 30 A) a 4 krat pri ich aplikécii v 8. hodine cyklu (Obr. 30 B). Analogicky, ako
v predchadzajiicom pripade, sa na zaklade replikacie (Obr. 30 A) predpokladalo, ze vSetky
bunky, ovplyvnené na zaciatku bunkového cyklu, dosiahli 1. CP pre delenie na dve dcérske
bunky. AvSak, bolo zaznamenané, Ze len 35 % buniek podstlpilo delenie na dve dcérske

bunky (®, preruSovana ¢iara, Obr. 28 D) a zvySnych 65 % zostalo zablokovanych v G2 féze.
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V porovnani s t¢inkom samotného zeocinu (M) pridaného na zaciatku bunkového cyklu
(Obr. 28 C), dokazalo 35 % buniek prekonat’ zablokovanie v G2 faze v pritomnosti kofeinu
(Obr. 28 D).

Znésobenie mnozstva DNA (Obr. 30 B) v situécii, ked” bol kofein a zeocin pridany
v 8. hodine bunkového cyklu naznacuje, ze vSetky bunky v kultire by mali dosiahnut’ 1. aj
2. CP. V skutocnosti vSak len 30 % buniek dokoncilo delenie na 4 dcérske bunky (V,
bodkovand ¢iara, preruSovana ¢iara, Obr. 29 D). V porovnani so samotnym zeocinom, kde
2. postupnost’ reprodukénych procesov vobec neprebehla (Obr. 29 C), v pritomnosti kofeinu
bolo 30 % buniek schopnych prekonat’ zastavenie bunkového cyklu v G2 faze 2. postupnosti
reprodukénych procesov.

Aplikacia Cinidiel v nultej hodine bunkového cyklu viedla, okrem vysSie uvedenych
dosledkov, aj k oneskorenému zaciatku replikdcie v porovnani s kontrolnou a kofeinom
ovplyvnenou kultarou (Obr. 30 A).

Mnozstvo DNA vo variantoch ovplyvnenych FdUrd (®, V, ®m, bodkovana Ciara) sa
takmer nezmenilo v porovnani s pociatocnou hodnotou, a to v dosledku inhibi¢ného ucinku
FdUrd na jadrova replikaciu (Obr. 30 C). Slabé zvySenie mnozstva DNA, je spdsobené
replikaciou chloroplastovej DNA, ktord nie je U¢inkom FdUrd ovplyvnend. V pripade
kombinacie FdUrd s kofeinom/zeocinom (¢, bodkovana ciara) dokonca doslo k degradacii

DNA.

4.4.5. Delenie jadier v synchréonnej populacii buniek S. quadricauda

ovplyvnenej pritomnostou 2 mM kofeinu a 10 pg/ml zeocinu

Delenie jadier bolo sledované pomocou fluorescen¢nej mikroskopickej techniky, pricom
jadré boli farbené farbickou DAPI.

V kontrolnej (Obr. 31 A) a kofeinom (Obr. 31 B) ovplyvnenej variante bolo zaznamenané
normalne delenie jadier, teda vznik 8-jadrovych buniek, ktoré sa neskor delili na 8 dcérskych
buniek. V pripade pridania zeocinu na zaciatku bunkového cyklu jadrd neboli kompaktné a
niektoré vykazovali aberantné tvary, ako napr. tvar ¢inky (Obr. 31 C). Ak bol zeocin
aplikovany v 8. hodine bunkového cyklu, boli niektoré bunky schopné delit’ svoje jadra na 2
(Obr. 31 D), avsak u niektorych buniek boli zaznamenané aj aberantné Struktury jadier. Pri
spolupdsobeni kofeinu a zeocinu od zaciatku bunkového cyklu (Obr. 31 E) bolo delenie jadier
podobné ucinku zeocinu pridaného v nultej hodine (Obr. 31 C). Niektoré jadra vykazovali

aberantné Struktiry a niektoré boli schopné rozdelit’ sa na 2. Po pridani kofeinu a zeocinu v 8.
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hodine bunkového cyklu (Obr. 31 F) vyzeralo jadrové delenie normalne, bolo podobné

kontrole, pri¢om jadra sa delili na 2 a na 4.

15. hodina cvklu

©
o

c

o

X

20. hodina cvklu
pridané v 0 h bunkového cyklu pridané v 8 h bunkového cyklu

C

©

o

]

N

C

©

(]

()

N

2

o

= 10 um

Obr. 31: Mikroskopické fotografie jadier z fluorescencného mikroskopu buniek riasy Scenedesmus
quadricauda. Neovplyvnena kultara (A), kofeinom (B), zeocinom (C, D) a kofeinom/zeocinom (E, F)
ovplyvnena kultira. Cinidla boli pridavané na zagiatku bunkového cyklu (B, C, D) resp. v 8. hodine
bunkového cylu (D, F). Vzorky boli odoberané v 15. hodine (A, B), resp. 20. hodine (C, D, E, F)
bunkového cyklu. Jadra su farbené DAPI.

4.4.6. Expresné profily mitotickych kinaz CdkA1, CdkB1 a Wee1
v populacii synchrénnych buniek S. quadricauda ovplyvnenej
pritomnostou 2 mM kofeinu a 10 pg/ml zeocinu bez resp.

v kombinacii s 25 pg/ml FdUrd

V dalsich pokusoch sa sledoval vplyv kofeinu, zeocinu a FdUrd na expresiu proteinov
regulujucich bunkovych cyklus S. quadricauda, konkrétne kindz CdkA1, CdkB1 a Weel.

U pribuznej riasy C. reinhardtii je kindza CdkAl pritomna v bunkach konsStitutivne
pocas celého bunkového cyklu, ale jej expresia je zvySend na zaciatku rastove] fazy
a nasledne pocas S/M fazy. CdkB1 aj kindza Weel sa exprimuji u C. reinhardtii v S/M faze

bunkového cyklu (Bisova et al., 2005), pricom o kinaze Weel u A. thaliana je zname, Ze jej
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expresia sa zvysuje po poskodeni DNA (De Schutter et al., 2007). Preto sa sledovala expresia
vSetkych troch génov po poSkodeni DNA sposobenom zeocinom, a to pomocou Western
blotu. Taktiez sa Studovala expresia tychto kindz po pdsobeni kofeinu a spolupdsobeni oboch
¢inidiel. O kofeine je zname, Ze ma synergické ucinky s vdcsinou latok poskodzujucich DNA.
Utinok kofeinu a zeocinu bol tiez sledovany v pritomnosti FdUrd, ktory je inhibitorom

jadrovej replikacie u S. quadricauda (Zachleder, 1994; Zachleder et al., 1996).

4.4.6.1. Specificita protilatok z C. reinhardtii proti kinazam CdkA1, CdkB1 a

Wee1 z riasy S. quadricauda

Aby bolo mozn¢é sledovat’ zmeny v expresii vybranych proteinov po poskodeni DNA,
boli pouzité Specifické protilatky proti tymto proteinom. Vyuzili sme uz pripravené protilatky
proti Studovanym proteinom, ktoré ale pochadzali z riasy C. reinhardtii. Tieto protilatky boli
overované prostrednictvom Western blotu na celkovom proteinovom extrakte z mitotickych
buniek S. quadricauda, ktory bol detekovany prostrednictvom pre-imunizovaného
a imunizovaného séra. Ani jedna zo sledovanych kindz nebola detekovana pre-imunizovanym
sérom, zatial Co imunizované sérum rozpoznavalo proteiny o Specifickej velkosti
reprezentujuce dané kindzy. Protilatky proti CdkA a CdkB vzdy Specificky reagovali s dvomi
proteinmi o velkosti 28 a 34 kDa. Kazda protilatka bola teda schopna vyviazat’ oba proteiny
z bunkového lyzatu, avSak anti-CDKA viazala priblizne rovnaké mnoZstva oboch proteinov,
na rozdiel od anti-CDKB, ktord reagovala predovsetkym s proteinom s velkost'ou 28 kDa.
Z toho sa usudilo, ze 28 kDa protein predstavuje kinazu CdkB a 34 kDa protein kinazu CdkA.
Protilatka anti-WEEI1 dévala Specificka reakciu s proteinom o velkosti 55 kDa, ¢o predikuje

pritomnost’ kindzy Weel v proteinovom extrakte (Obr. 32).

aCDKA1 aCDKB1 aWEE"1 Obr. 32: Overenie Specifity protilatok
=95 130 pochadzajicich z  Chlamydomonas

-72 - 95 - reinhardtii proti proteinom CdkAl,

=72 S~ 95 CdkB1 a Weel z riasy Scenedesmus

=55 ~ T2 quadricauda na celkovom proteinovom

"‘ - | - 55 - 55 extrakte z mitotickych buniek
-43 -43 Ko Scenedesmus quadricauda, dptekcia

= . -43 pre-imunizovanym sérom (stlpce v

‘ =34 -~ 34 lavo) a sérom vytvorenym proti
p— | _ CrCdkAl, CrCdkBI1, resp. CrWeel

. -26 ‘ -26 34 proteinu (stipce v pravo), $pecifické

it , reakcie s proteinmi o velkosti 28 kDa a
34 kDa (CdkAl, CdkB1) a 55 kDa
(Weel) st oznacené hviezdickami.

64



4.4.6.2.

Sledovanie proteinovej expresie kinaz CdkA1,

pomocou Western blotu
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Obr. 33: Proteinova hladina kinaz CdkA (A), CdkB (B) a Weel (C) v synchronizovane]j populacii
buniek Scenedesmus quadricauda. Bunky rastli v nepritomnosti a v pritomnosti kofeinu, zeocinu a ich
kombinacie. Cinidla boli pridavané na zagiatku bunkového cyklu. Rovnaké objemy proteinového
extraktu v prepocte na bunku boli nanaSané na gél. LiSty v hornych Castiach obrazkov reprezentuju
vyznamné fazy bunkového cyklu (CP — commitment point, M - mitdza).
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Akumulacia proteinov CdkA a CdkB mala podobny priebeh pocas celého experimentu.
Vo vsetkych kultirach boli tieto proteiny detekovatel'né od 11. — 12. hodiny bunkového cyklu
(Obr. 33, 34). V kontrolnej kultire dosiahlo mnoZzstvo CdkA svoje maximum v 14. — 15.
hodine (Obr. 33 A), zatial' ¢o maximalne mnozstvo CdkB pokrylo Sirsi ¢asovy usek, a to od
10. — 16. hodiny bunkového cyklu (Obr. 33 B). Mnozstvo oboch kindz zacalo klesat’ okolo 17.
hodiny cyklu. V kofeinom ovplyvnenej kulture mala akumulacia kinazy CdkA podobny
priebeh ako v kontrolnej kultire (Obr. 33 A), kindza CdkB sa udrzala na maximalnej hodnote
dlh$ie v porovnani s kontrolnou kultirou, az do 19. hodiny cyklu (Obr. 33 B). V kulturach
ovplyvnenych samotnym zeocinom a kombinaciou zeocinu s kofeinom pretrvavali obe kinazy
na priblizne rovnakej urovni pocas celého experimentu (Obr. 33 A, B).

V pripade kindzy Weel bola zaznamenanad jej pritomnost’ pocas celého bunkového
cyklu, a to u vSetkych ovplyvnenych variantov (Obr. 33, 34). V kontrolnej kultire stipla
hladina kindzy Weel 2 krat. Najprv medzi 6. a 8. hodinou, ¢o je ¢as prvého jadrového delenia
a nasledne v ¢ase medzi 13. a 16. hodinou, kedy prebieha 2., 3. a pripadne 4. jadrové delenie.
Podobna situacia bola aj v pritomnosti kofeinu v kultire (Obr. 33 C). V pritomnosti
samotného zeocinu zacala hladina kinazy Weel stupat’ neskor ako v predchadzajiicich dvoch
variantoch, a to v 8. hodine bunkového cyklu. Taktiez dosiahla dva vrcholy, v 10. a 13.
hodine, a potom sa udrzala na vysokej hladine az do 23. hodiny cyklu, kedy zacala klesat’.
Kindza Weel v pritomnosti kofeinu/zeocinu zacala stiipat’ az v 11. hodine bunkového cyklu a

nasledne sa udrZala na podobnej hladine aZ do konca experimentu (Obr. 33 C).

V kultarach ovplyvnenych FdUrd a FdUrd s kofeinom bola situdcia v pripade kinazy
CdkA aj CdkB (Obr. 34 A, B) podobna situacii, ktora nastala v pripade ovplyvnenia buniek
zeocinom a kofeinom/zeocinom (Obr. 33 A, B). Obe kinazy teda pretrvavali pocas celého
experimentu na priblizne rovnakej hladine. V FdUrd/zeocin a FdUrd/kofein/zeocin
ovplyvnenych kultirach boli hladiny proteinov CdkA a CdkB na detekénom limite, avsak aj
tak sa da rozpoznat, ze uoboch proteinov nedoSlo k degradacii skoér ako na konci
experimentu.

Vo vseobecnosti bola hladina kindzy Weel vysSia v pritomnosti FdUrd ako v jeho
nepritomnosti (porovnaj Obr. 33 C a 34 C). V kultare ovplyvnenej samotnym FdUrd dosiahla
hladina kinazy Weel dva vrcholy, v 6. a potom v 11. hodine bunkového cyklu. Nasledne sa

udrZovala na priblizne rovnakej hladine (Obr. 34 C). V kofeinom ovplyvnenej kulttre zacala
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Obr. 34: Proteinové hladina kindz CdkA (A), CdkB (B) a Weel (C) v synchronizovanej populacii
buniek Scenedesmus quadricauda. Bunky rastli v pritomnosti samotného FdUrd a v pritomnosti
FdUrd s kofeinom, zeocinom alebo v ich kombinacii. Cinidla boli pridavané na za¢iatku bunkového
cyklu. Rovnaké objemy proteinového extraktu v prepocte na bunku boli nandSané na gél. Listy

v hornych castiach obrazkov reprezentuju vyznamné fazy bunkového cyklu (CP — commitment point,
M - mitéza).
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kindza Weel stupat’ ovel'a neskor, a to az v 16. hodine bunkového cyklu, priCom maximum
dosiahla v 22. hodine a potom zacala klesat. Vo FdUrd/zeocin a FdUrd/kofein/zeocin
kultirach bol priebeh akumulacie kindzy Weel podobny priebehu v kultire ovplyvnenej len
samotnym FdUrd, avSak celkové mnozstvo proteinu Weel bolo nizsie (Obr. 34 C).

Tieto zistenia naznacuju, ze proteinové hladiny kindz CdkA a CdkB su stabilizované

v pritomnosti zeocinu, zatial’ ¢o hladina kinazy Weel nie je jeho vplyvom nijak zmenena.

4.4.7. Purifikacia mitotickych kinaz (CdkA1 a CdkB1) z populacie
synchrénnych buniek S. quadricauda ovplyvnenej pritomnost'ou
2 mM kofeinu a 10 pg/ml zeocinu bez resp. v kombinacii s 25 pg/ml

FdUrd a testovanie ich kinazovej aktivity

V nasledujucich experimentoch bola sledovana kinazova aktivita kinaz CdkA1 a CdkB1
po ovplyvneni buniek jednotlivymi ¢inidlami a tiez pri ich spolupdsobeni. Kinazy boli ziskané
purifikdciou pomocou Specifickych protilatok a nasledne bola testovana ich aktivita pomocou
histonu H1 (CdkB1 aktivita), ktory sluzil ako ich substrat.

Obe kinazy boli izolované z populacii buniek ovplyvnenych na zaciatku bunkového

cyklu pridanim ¢inidiel do zivného média.

44.71. Purifikdcia kinaz CdkA1 a CdkB1 zcelkového mitotického

proteinového extraktu

Pre sledovanie aktivity mitotickych kindz CdkA1l a CdkB1 bolo potrebné izolovat’ ich
z celkového mitotického proteinového extraktu. Na to bola pouzitd metdda imunoprecipitacie
pomocou Specifickych protilatok anti-CDKA1 a anti-CDKBI1, vytvorenych proti proteinom
CdkA a CdkB z C. reinhardtii. Pravdepodobne v dosledku podobnosti v Struktare tychto

Obr. 35: Specifita imunoprecipiticie
CDKA IP CdkAl a CdkB1 kinaz z celkového
1 2 3 4 mitotického proteinového extraktu buniek
Scenedesmus quadricauda. Proteiny boli
imunoprecipitované pomocou protilatok a
detekované  sekundarnou  protilatkou
s peroxidazovou aktivitou. Stlpec 1 -
CDKB IP celkovy mitoticky proteinovy extrakt,
1 2 3 4 stipec 2 — imunoprecipitait z50 pg
celkového  extraktu, stipec 3 -
» imunoprecipitdt z250 pg celkového
extraktu, stipec 4 - nenaviazané proteiny po
imunoprecipitacii. Hviezdicky oznacuju
Specifické reakcie s proteinmi o velkosti
28 a 34 kDa.

* %

* %
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kindz a faktu, ze protiladtky pochddzali z pribuzného organizmu, riasy C. reinhardtii, mohlo
dojst’ k znizeniu ich Specificity, ¢im kazda protilatka bola schopnd vyvédzovat' obe kinazy
z mitotického extraktu. Vyviazanie kinaz z mitotického proteinového extraktu nebolo uplne
efektivne, pretoze Cast’ tychto kindz zostala medzi ostatnymi nenaviazanymi proteinmi po

imunoprecipitacii (Obr. 35).

4.4.7.2. Kinazova aktivita kinaz CdkA1 a CdkB1 v synchronizovanej populacii

buniek S. quadricauda detekovana nepriamou metédou

Nepriama kinazova esej bola robena pre overenie, ¢i sa kindzova aktivita proteinov
CdkA a CdkB zmeni po ich fosforylacii kindzou Weel. Kindzové komplexy
imunoprecipitované z 250 nug celkového mitotického proteinového extraktu S. quadricauda
boli inkubované v pritomnosti resp. nepritomnosti 250 ng purifikovanej His-tagovanej kinazy
Weel pochadzajicej z C. reinhardtii. V pritomnosti proteinu His-CrWeel sa kindzova
aktivita oboch imunoprecipitovanych kindzovych komplexov zniZila o 60 % v porovnani
s neovplyvnenym variantom (Obr. 36). Tento vysledok naznacuje, Ze obe kinazy, CdkA aj

CdkB, st do urcitej miery inhibované kindzou Weel.

= IP CDKA |P CDKB
@' 10 - His-Wee1 = + = +
]
= autorad.
Xo05F [
= CBB
N
£ 0o
== IP CDKA IP CDKB
His-Wee1 - + - +

Obr. 36: Zmeny v kinazovej aktivite kindz CdkA a CdkB riasy Scenedesmus quadricauda
v pritomnosti proteinu CrWeel. Bunky boli inkubované s kinazou His-CrWeel a nasledne bola
detekovana fosforylacia histonu H1 ako ich substratu. Graf znazoriiuje mnozstvo fosforylovaného
histonu HI1. V pravej c¢asti obrazku (hore) je realny stav kindzovej aktivity detekovany
autoradiograficky a (dole) proteiny nanesené na gél a zafarbené Coomassie brilliant blue (CBB).

69



4.4.7.3. Kinazova aktivita kinaz CdkA1 a CdkB1 v synchronizovanej populacii
buniek S. quadricauda ovplyvnenej pritomnostou 2 mM kofeinu a 10

Mg/ml zeocinu bez resp. v pritomnosti FdUrd

Kindzova aktivita kindz CdkA a CdkB imunoprecipitovanych pomocou Specifickych
protilatok bola testovand pomocou kindzovej eseje. Pre imunoprecipitaciu bolo pouzitych
20 pug celkového proteinového extraktu z buniek odobranych na zaciatku bunkového cyklu
a maximalne 500 npg celkového proteinového extraktu z buniek odobranych na konci
experimentu. Pre kazdu kindzovu esej bol pouzity rovnaky objem celkového proteinového
extraktu, ktory bol pripraveny z konStantného poctu buniek. Takto kindzova esej odrdza
zmeny v kindzovej aktivite na bunku pocas experimentu. Oba imunoprecipitaty vykazuju
podobné zmeny v kindzovej aktivite, ¢o je podla ocakavani, kedze obe protilatky boli

schopné viazat’ CdkA aj CdkB.
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Obr. 37: Kinazova aktivita kindz CdkA (A) a CdkB (B) v synchronizovanej populacii buniek
Scenedesmus quadricauda. Kinazova aktivita bola detekovana prostrednictvom histonu H1 ako ich
substratu. Bunky rastli v nepritomnosti a v pritomnosti kofeinu, zeocinu a ich kombinacie. Cinidl4 boli
pridavané na zaciatku bunkového cyklu. LiSty v hornych ¢astiach obrazkov reprezentuju vyznamné
fazy bunkového cyklu (CP — commitment point, M - mit6za).

70



V kontrolnej kultire bola zaznamenana maximalna kindzova aktivita proteinu CdkA

v 12. — 16. bunkového cyklu (obr 37 A), v pripade CdkB to bolo medzi 12. a 14. hodinou

(Obr. 37 B). To koreluje s 2. a 3. jadrovym delenim a tiez s delenim buniek. Kinadzova aktivita

v kofeinom ovplyvnenej kultire bola nizsia v porovnani s kontrolou, avSak priebeh zmien

v kinazovej aktivite bol podobny, a teda tiez spojeny s jadrovym delenim (Obr. 37 A, B).

V zeocinom a kofeinom/zeocinom ovplyvnenej kultire bola kindzova aktivita ovela vysSia

v porovnani s predchddzajicimi dvoma variantami. Zacala sa zvySovat’ v priblizne rovnakom

case ako pri kontrole, ale dosiahla ovel'a vys$Sie hodnoty a aj pretrvala na tejto vysokej trovni

niekol’ko hodin. Nasledne zacala klesat’ pred koncom experimentu (Obr. 37 A, B).

Tieto vysledky naznacuju, ze aplikaciou zeocinu déjde v bunkach k vyraznému zvyseniu

mitotickej kindzovej aktivity, pricom nacasovanie tohto zvysenia je podobné ako v kontrolnej

kultire. Naopak kofein tento uc¢inok na bunky nema.
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Obr. 38: Kindzova aktivita
CdkA (A) a CdkB (B) kinaz
v synchronizovanej populacii
buniek riasy Scenedesmus
quadricauda. Kinazova
aktivita bola detekovana
pomocou histénu H1 ako ich
substratu.  Bunky  rastli
v pritomnosti samotného
FdUrd a v pritomnosti FdUrd
s kofeinom, zeocinom alebo
v ich kombinacii. Cinidla
boli pridavané na zaciatku
bunkového  cyklu. Listy
v hornych castiach obrazkov
reprezentuji vyznamné fazy
bunkového cyklu (CP -
commitment point, M -
mitdza).
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Podobné vysledky boli zaznamenané aj pri kultirach ovplyvnenych FdUrd. Kindzova
aktivita zacCala stupat’ v Case, ked’ u kontrolnej kultiry prebiehalo jadrové delenie a nasledne
pretrvavala na vysokej hladine az do konca experimentu. Pri kultire ovplyvnenej FdUrd
s kofeinom boli zaznamenané dva vrcholy v kindzovej aktivite. Prvé slabsie zvySenie nastalo
v ¢ase jadrového delenia (okolo 15. hodiny) a dalSie vyraznejSie zvySenie aktivity bolo
zaznamenané okolo 21. hodiny a dosiahlo priblizne rovnakt intenzitu ako pri kultare
ovplyvnenej samotnym FdUrd. Naopak, v kultarach ovplyvnenych FdUrd/zeocinom
a FdUrd/kofeinom/zeocinom bola kinazové aktivita ovela niz8ia ako v pritomnosti samotného
FdUrd alebo zeocinu a tiez kofeinu/zeocinu. Cas kedy zacala stapat’ kindzova aktivita bol
vSak podobny ostatnym kultiram (Obr. 38 A, B).

Na zaklade vysledkov moZno konStatovat, ze aplikacia zeocinu a FdUrd spdsobi
v bunkdch zvySenie mitotickej kindzovej aktivity, avSak nacasovanie kedy ddjde k tomuto

zvySeniu zostava rovnaké ako v kontrolnej kulttre.

72



5. DISKUSIA

Vicsina modelovych organizmov pre Stidium bunkového cyklu sa vyznacuje klasickym
bunkovym cyklom typu C1, pri ktorom sa materska bunka rozdeli na dve dcérske bunky. Pre
nase modelové organizmy, zelené jednobunkové riasy C. reinhardtii a S. quadricauda, je vSak
charakteristicky modifikovany bunkovy cyklus oznacovany ako typ Cn (tzv. nasobné delenie)
(getlik et al., 1972; Lien a Knutsen, 1979; Zachleder, 1983). V priebehu tohto cyklu prebehne
bezprostredne za sebou niekolko sérii reprodukénych procesov (replikdcia DNA a mitoza),
ktoré vedt ku vzniku 2" dcérskych buniek z jednej materskej. Pocas reprodukénych procesov
zostavaju dcérske bunky v spolo¢nom obale akich uvolneniu dochaddza az po uplnom
dokonceni tohto bunkového cyklu.

Vo vSeobecnosti je priebeh bunkového cyklu regulovany velkym mnoZstvom proteinov.
Hlavnymi regulatormi s proteiny oznaCované ako cyklin-dependentné kindzy (CDK) a su
aktivne len vo vizbe s prislusnymi cyklinovymi partnermi (Evans et al., 1983; Pines, 1991).
U vysSich eukaryotov je pre kazda fazu bunkového cyklu charakteristicky urcity komplex
CDK s cyklinom (Pines, 1993).

V pripade C. reinhardtii boli identifikované homolégy takmer vSetkych typov
rastlinnych CDK atiez niekol’ko novych c¢lenov rodiny CDK (Bisova et al., 2005).
Vyznamnymi regulatormi reprodukénych procesov C. reinhardtii su kindzy z rodiny CdkA
a CdkB ataktieZ kindza Weel, ktora prostrednictvom fosforylacie negativne reguluje
komplexy CDK-cyklin. Naopak, aktivacnu tlohu v bunkovom cykle ma dudlne-Specificka
fosfatdza Cdc25, ktora vSak u C. reinhardtii nebola identifikovand. Tuto tulohu u nej
pravdepodobne zastavaji 3 proteiny oznacované ako RDP1-3 (Bisova et al., 2005), ktoré
vykazuji homoldgiu s Cde25.

U riasy S. quadricauda existuje vel'mi malo informécii o pocte a zastupeni regulacnych
proteinov bunkového cyklu. Je vSak vysoko pravdepodobné, Ze rovnako ako u vsetkych
rastlin a tiez u pribuznej zelenej riasy C. reinhardtii, aj u S. quadricauda st pritomné hlavné
regulatory bunkového cyklu - CdkA aj CdkB a tiez homoldg kindzy Weel.

Rastlinnd kindza Weel zohrdva okrem regulacie mitézy doblezitu ulohu aj v kontrole
DNA checkpointu u rastlin vystavenych stresovym podmienkam (Boudolf et al., 2006). Je
jednym z proteinov regulovanych ATM/ATR signalnou drahou (De Schutter et al., 2007),
ktord je zodpovednd za odpoved na poSkodenie DNA (DDRP). Této drdha zostavena zo
senzorov, prenaSacov a efektorovych proteinov je zodpovedna za detekciu a reparaciu

poskodenej DNA réznymi faktormi zahffiajicimi ioniza¢né ziarenie, UV Zziarenie, rézne
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chemikalie a bunkové metabolity. Pre bunky je zivotne dolezité¢ kontrolovat a pripadne
opravovat’ poskodenia DNA z hl'adiska zachovania ich integrity.

Jednym z najlepSie charakterizovanych poSkodeni DNA je dvojretazcovy zlom, ktory
u cicavcov a kvasiniek aktivuje kinazu ATM (Zhou a Elledge, 2000; Bartek et al., 2004;
Kastan a Bartek, 2004; Harper a Elledge, 2007). Zastavenie postupu replika¢nej vidlice, resp.
d’alsie situacie veduce k tvorbe jednoretazcového DNA zlomu aktivuju jej pribuznt kinazu
ATR (Hurley a Bunz, 2007; Rhind, 2009; Shiotani a Zou, 2009). V cicav¢ich bunkach kinazy
ATM a ATR blokuju vstup do mitdzy aktivaciou kindz Chkl a Chk2 a naslednou
fosforylaciou Cdc25, ¢im sa zabrani aktivacii CDK (Harper a Elledge, 2007). Takto dochadza
k prepojeniu bunkového cyklu s DDRP, ¢o sa deje v tzv. kontrolnom bode pre poSkodenie
DNA (DDC).

V tejto praci sme sa zamerali na $tadium odpovede rias C. reinhardtii a S. quadricauda
na poskodenie DNA, konkrétne na ulohu regula¢nych proteinov bunkového cyklu, CdkA,
CdkBI1 a kinazy Weel, v tejto odpovedi.

5.1. Vyber ¢Cinidiel

Testovali sme niekol’ko inhibitorov bunkového delenia (FdUrd, kolchicin a kofein),
ktoré by boli vhodné pre skiimanie bunkového cyklu rias C. reinhardtii a S. quadricauda,
konkrétne vstupu do mitoézy a jeho prepojenie s opravou poskodenej DNA. V pripade FdUrd
nebolo delenie buniek C. reinhardtii v porovnani s kontrolou nijak vyrazne ovplyvnené
(Obr. 6). To znamend, Ze na rozdiel od overeného uc¢inku FdUrd v koncentréacii 25 pg/ml na
bunky riasy S. quadricauda, uktorych inhibuje replikdciu a nasledne aj delenie buniek
(Zachleder, 1994; Vitova et al., 2008), tento ucinok na bunky C. reinhardtii potvrdeny nebol.
Utinok FdUrd na bunky C. reinhardtii bol zaznamenany uz v roku 1977, aviak v tomto
pripade bolo dokézané, ze FdUrd inhibuje replikdciu DNA v chloroplastoch ale nie v jadre
(Wurtz et al., 1977). Preto sme v d’alSich pokusoch aplikovali 25 pg/ml koncentraciu FdUrd
len na kultaru S. quadricauda. Aplikacia kolchicinu viedla u C. reinhardtii k tplnému
zastaveniu bunkového delenia (Obr. 7) a ani jeho odmytie po troch hodindch posobenia
neviedlo k pozadovanému obnoveniu delenia, kultira sa delila len na 60 — 70 % (Obr. 9).
Naopak aplikacia kofeinu, v pripade dvoch nizSich koncentracii (1 mM a2 mM), urychlila
delenie buniek v porovnani s kontrolou (Obr. 11). Najvyssia testovand koncentracia kofeinu
(4 mM) nemala vplyv na samotny priebeh bunkového delenia (Obr. 11), avSak viedla
k vyskytu nesStandardnych bunkovych Struktar, ako napr. k vyraznym rozdielom vo velkosti

dcérskych buniek a k deleniu materskej bunky na nezvyc€ajny pocet dcérskych buniek, ktory
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sa vymyka zasade delenia 2" (Obr. 12 D). Toto bolo pravdepodobne sposobené inhibi¢nym
uc¢inkom tejto koncentracie kofeinu na takmer vSetky bunkové komponenty. Vzhl'adom na
tieto vysledky sme dospeli k zaveru, Ze 4 mM kofein nie je vhodny pre d’alSie pokusy.
O kofeine je zname, Ze v roznych organizmoch posobi synergicky s mnohymi c¢inidlami
veducimi k poskodeniu DNA (Lau a Pardee, 1982), ¢o sme vyuzili v d’al§ich pokusoch.

Ako ¢inidlo sposobujuce poSkodenie DNA sme vybrali zeocin. Patri do rodiny
bleomycinovych antibiotik a vedie k poSkodeniu DNA Stiepenim oboch retazcov tejto
molekuly (Ehrenfeld et al., 1987; Gatignol et al., 1988; Kostrub et al., 1997). Jeho aplikacia
na populaciu buniek C. reinhardtii viedla k okamzitému a vyraznému obmedzeniu bunkového
delenia. Pri koncentracii 5 pg/ml zeocinu sa rozdelilo len 8 % buniek z celkovej populécie,
20 pg/ml zeocinu inhibovalo bunkové delenie Uplne (Obr. 13). V pripade S. quadricauda sme
ucinok zeocinu testovali len pomocou spot testu (vid’' nizSie), kde sme vybrali 10 pg/ml
koncentraciu zeocinu. U zelenej riasy C. reinhardtii je zeocin u¢innym mutagénom
sposobujucim dvojretazcové zlomy DNA. Jeho uc¢inok je zavisly od koncentracie, so
stupajicou koncentraciou zeocinu stipa pocet dvojretazcovych zlomov v molekule DNA
(Chankova et al., 2007). Doteraz nebolo popisané jeho pdsobenie na bunky S. quadricauda,
ale predpokladali sme, zZe bude podobné ako u pribuznej riasy C. reinhardtii.

Vplyv kofeinu a zeocinu na rast a prezivanie buniek u oboch modelovych organizmov
sme overili aj pomocou spot testu (Obr. 14, 26), pricom sme skuSali rozne koncentracie
jednotlivych ¢inidiel a zaroven sme sa snazili ndjst’ vhodnu kombindciu ich koncentrécii. Vo
vSeobecnosti stupajlica koncentracia kofeinu mala na prezivanie buniek len maly vplyv a ani
v pripade 1 mM ani 2 mM koncentracie nebola pozorovana ziadna vyrazna zmena v prezivani
buniek. Naopak, zeocin vyrazne ovplyviioval prezivanie buniek, v zavislosti od jeho
koncentracie. So zvySujucou sa koncentraciou zeocinu sa zniZovalo preZivanie buniek
C. reinhardtii pravdepodobne v dosledku poskodenia DNA. V pripade S. quadricauda bol
ucinok zeocinu vyraznej$i, uz 5 pg/ml koncentracia zeocinu inhibovala rast podobne ako
10 pg/ml zeocinu u riasy C. reinhardtii. Uginok kombinacie kofeinu a zeocinu bol odlisny
u testovanych organizmov. U riasy C. reinhardtii mala kombindacia Cinidiel ovel'a vaznejSie
dosledky na prezivanie buniek v porovnani s u¢inkom jednotlivych ¢inidiel. Ani 2 mM kofein
ani 5 pug/ml zeocin nespdsobili samostatne taku vyrazn inhibiciu ako v pripade ich
spoluposobenia (Obr. 14). Predpokladame, Ze je to sposobené synergickym tc¢inkom kofeinu
pri jeho spolupdsobeni so zeocinom, ¢o vedie k zaveru, ze kofein zvySuje citlivost’ buniek
C. reinhardtii na poskodenie DNA spdsobené zeocinom. Pre d’alSie pokusy s C. reinhardtii

sme sa rozhodli pouzitt 2 mM kofein a 5 pg/ml zeocin. Naopak, kombinacia kofeinu
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a zeocinu zvySila prezivanie buniek S.quadricauda v porovnani sucinkom samotného
zeocinu. Najvyraznejsi efekt sme zaznamenali pri kombinécii 10 pg/ml zeocinu s 1 mM
alebo 2 mM kofeinom (Obr. 26). V tomto pripade by sa dalo uvazovat o protektivnom ucinku
kofeinu voci poskodeniu DNA. Pre d’alSie experimenty sme preto vybrali 2 mM koncentraciu

kofeinu a 10 pg/ml koncentraciu zeocinu.
5.2. Chlamydomonas reinhardtii

5.2.1. Rast a priebeh bunkového cyklu C. reinhardtii

Okrem prezivania buniek nas tiez zaujimalo ako bude ovplyvneny rast synchronnych
populédcii buniek C. reinhardtii po pridani vybranych koncentracii cinidiel ato bud
samostatne alebo v kombindcii. V pripade C. reinhardtii sme ¢inidla (kofein, zeocin) pridavali
v 8. hodine bunkového cyklu, teda v ¢ase kedy bunky mali za sebou prechod 1. CP a boli pred
zaCiatkom S/M fazy. Ani v jednom z variantov nedoslo ku zmene v néraste velkosti buniek,
bola podobnd vo vSetkych kultirach (Obr. 15), avSak aplikdcia zeocinu, ¢i uZ samostatne
alebo v kombinacii s kofeinom sposobila, Ze sa tieto kultary nerozdelili na dcérske bunky
v porovnani s kontrolnou, resp. s kofeinom ovplyvnenou kultirou. Samotny rast buniek
C. reinhardtii teda nie je ovplyvneny pritomnost'ou kofeinu ani zeocinu.

Urcité zmeny sme vSak zaznamenali v priebehu bunkového cyklu u tohto modelového
organizmu. Bunky C. reinhardtii dosiahnu pocas svetelnej fazy niekol'’ko CP, ¢o im nésledne
umozni rozdelit’ sa na prislusny pocet dcérskych buniek (John, 1984, 1987). Pri striedani
svetlej a tmavej periody v pomere 13h/11h sa materské bunky C. reinhardtii bezne rozdelia na
8 dcérskych buniek, ¢o znamend, ze presli cez 3 CP. Kontrolnd aj kofeinom ovplyvnena
kultara vykazovala tato Standardnt situaciu s tym rozdielom, ze v pritomnosti kofeinu sa
bunkovy cyklus urychlil asi o1 hodinu v porovnani s kontrolou (Obr. 16). Naopak, po
aplikacii zeocinu sa bunkovy cyklus zastavil uplne, ¢o znamend, Ze materské bunky neboli
schopné dosiahnut’ d’alSie CP okrem tych, ktoré uz dosiahli pred 8. hodinou a nedoslo ani
k deleniu na dcérske bunky. Len vel'mi malé percento (7 %) buniek tejto populdcie dokazalo
uniknit’ DDC a delit’ sa, prevazna Cast’ populacie zostala zablokovand v priebehu bunkového
cyklu v G2 faze (Obr. 16 C). Podobna situdcia nastala aj v pripade kombinacie kofeinu so
zeocinom, kde bunky dosiahli 1. resp. 2. CP este pred pridanim ¢inidiel. AvSak na rozdiel od
kultary ovplyvnenej len zeocinom, doSlo vtomto pripade aj k deleniu protoplastov
(Obr. 16 D). V bunkach C. reinhardtii nedoslo vplyvom kofeinu k zastaveniu bunkového

cyklu, napriek tomu, Ze mali DNA poSkodend pritomnost’ou zeocinu. Zacalo delenie
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protoplastov avSak bez jadrového delenia, ¢o viedlo ku vzniku aberantnych, takmer
rozdelenych, buniek s jednym jadrom (Obr. 18 M, N, O).

Tento predpoklad potvrdili aj mikroskopické fotografie protoplastov, jadier a tiez rezov
materskou bunkou C. reinhardtii (Obr. 18). V kontrole a v kultire ovplyvnenej kofeinom boli
zaznamenané materské bunky naryhované na 4 — 8 dcérskych buniek, comu zodpovedal aj
pocet jadier v jednotlivych protoplastoch, resp. v ryhujucich sa materskych bunkach.
Fotografie dokazuju, Ze bunky ovplyvnené zeocinom sa nedelia voObec, zostadvaju
jednojadrové, zatial’ o v pritomnosti kofeinu so zeocinom sa ¢ast’ populacie snazi pokraovat’
v deleni protoplastov aj napriek tomu, Ze delenie jadra neprebehlo. Preto sme v tejto kultire
zaznamenali ako nedeliace sa jednojadrové bunky, tak aj deliace sa bunky, ktoré vsak tiez
zostavali jednojadrové atvorili rozne aberantné Struktury. Tieto vysledky navéadzaja
k predpokladu, ze pod vplyvom kofeinu, na rozdiel od pdsobenia samotného zeocinu, nie su
procesy veduce k cytokinéze inhibované, ato aj napriek tomu, Ze jadrové delenie je
zablokované aj v tychto bunkéch. Pritomnost’ kofeinu teda moze viest’ k prekonaniu DDC.
U cicavcov kofein vedie k inhibicii kinaz ATM a ATR, ¢o ma za nasledok prechod bunky cez
DDC aj napriek poSkodenej DNA (Blasina et al.,, 1999; Cortez, 2003). Zda sa, Ze
v bunkovom cykle C. reinhardtii dokazZe kofein prekonat’ DDC.

Za $tandardnych podmienok vegetativneho delenia C. reinhardtii prebieha v bunkach
séria replikacii DNA, z ktorych kazda je nasledovanad jadrovym delenim (Coleman, 1982).
Pocas experimentov sme zistili, Ze v kontrolnej kultare a v kultire ovplyvnenej kofeinom
zacina replikacia v 11. hodine bunkového cyklu, pricom hladina DNA stipne asi 8 krat
(Obr. 17). Priblizne hodinu od zaciatku replikacie nasleduje u nich delenie jadra a bunky.
U kulttr ovplyvnenych zeocinom a kofein/zeocinom doSlo ku 4-ndsobnému zvysSeniu
mnozstva DNA a voboch variantoch bola replikdicia DNA oneskorend v porovnani
s kontrolnou a kofeinom ovplyvnenou kultirou. Pridanie zeocinu mé za nasledok obmedzenie
resp. pozastavenie replikacie DNA, ¢o naznacuje, Ze pritomnost’ zeocinu aktivovala kontrolny
bod pre rozpoznanie poSkodenej DNA pocas replikacie (DRC). To viedlo k oneskoreniu
replikdcie DNA podobne ako u cicavcov (Bartek et al., 2004). Pri spolup6sobeni zeocinu
a kofeinu bola replikdcia DNA menej oneskorend, ¢o naznacuje, Zze kofein dokdze aspon
Ciastocne prekonat’ DRC a urychlit’ vstup do G2 fazy. Toto zistenie je v rozpore s efektom
kofeinu u vyssich rastlin, kde kofein je schopny prekonat DDC, ale nie DRC (Amino a
Nagata, 1996; Pelayo et al., 2001; Weingartner et al., 2003). Na rozdiel od DDC, DRC je len

¢iasto¢ne ovplyvneny kofeinom, ¢o je v rozpore so situaciou u vysSich rastlin.
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5.2.2. Regulacia bunkového cyklu C. reinhardtii

Mitéza je u eukaryotov spuStand komplexom mitotickej kindzy s cyklinom B,
tzv. maturaénym promo¢nym faktorom (MPF) (Coleman a Dunphy, 1994; Morgan, 1997),
ktorého spravna aktivita je zé&visld na inhibi¢nej fosforylacii zvyskov Thr14 a Tyrl5
prostrednictvom kindz Weel/Mytl (Featherstone a Russell, 1991; Parker a Piwnica-Worms,
1992; McGowan a Russell, 1995). Ddleziti ulohu v tomto procese zohrava aj fosfatdza
Cdc25, ktora tto inhibi¢nu fosforylaciu odstrafiuje (Dunphy a Kumagai, 1991; Gautier et al.,
1991). U niektorych organizmov je inhibi¢na fosforylacia regulované aj mechanizmom, ktory
zodpovedd za rozpoznanie poskodenej DNA a je udrzovana v pripade nekompletne
zreplikovanej, resp. poskodenej DNA (Morgan, 1997; O'Connell et al., 2000).

O dvoch zékladnych regulatoroch mitézy (CdkB1 a Weel) u C. reinhardtii je zndme, ze
su exprimované pocas S/M fazy bunkového cyklu (Bisova et al., 2005). Nas zaujimala
expresia tychto dvoch proteinov v odpovedi na poskodenie DNA. V neovplyvnenej kultare
bol protein CdkB1 pritomny od 4. hodiny bunkového cyklu (Obr. 22 A), ¢o predstavuje Cas
1. CP, pricom jeho transkripcia vykazovala dva hlavné vrcholy, v ¢ase 1. CP a v S/M faze
(Obr. 19). Toto je vsulade so znamou bimodalnou transkripciou zaznamenanou u tohto
modelového organizmu (Bisova et al., 2005; Fang et al., 2006). Zaujimavé je, Ze tento protein
nebol aktivny az do 11. hodiny bunkového cyklu (Obr. 25 B), kedy jeho kinazova aktivita
zacala stupat. Toto koreluje so Specifickou inhibi¢nou tyrozinovou fosforylaciou CDK
(Obr. 25 C), ktora zacala asi v ¢ase CP a udrzala sa do 12. hodiny bunkového cyklu. Nie je
uplne jasné, ¢i CdkB1 tvori hned od zaciatku komplex s cyklinovym partnerom, ale je to
velmi pravdepodobné, kedZe obaja potencidlni cyklinovi partneri (Cyc Al aCyc Bl)
vykazuji rovnaky priebeh transkripcie ako CdkB1 (Bisova et al., 2005). Tuto teo6riu
podporuje aj zistenie, ze kinaza Weel vykonava inhibicnu fosforyldciu na komplexoch
CDK/cyklin (Watanabe et al., 1995). Okrem kinazovej aktivity imunoprecipitovanej CdkB1
sme sledovali aj aktivitu mitotickych kinaz viazanych na protein CrCKS1, pricom sme zistili,
ze aktivita kindz purifikovanych oboma spdsobmi vykazovala podobny priebeh (Obr. 25 A,
B), stym rozdielom, Ze aktivita CdkBI1 bola viac Specifickd pre S/M fazu a chybala
v po¢iato¢nych fazach bunkového cyklu. V navdznosti na tieto vysledky sme sa snazili
identifikovat’, aké kinazy sa viazu na protein CrCKS1 a tym urcit, aky typ kinaz sa zucCastiiuje
reguldcie v urcitych fazach bunkového cyklu. Pouzili sme protilatku anti-CDKA, ktora davala
Specifickt reakciu s proteinom velkosti okolo 36 kDa. Rovnaku reakciu sme zaznamenali aj

pri pouziti protilatky anti-PSTAIRE, ktord rozpoznava cyklin vidzobny motiv PSTAIRE na
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kindze CdkA, na zaklade ¢oho predpokladame, ze ide o tto kindzu. Kindza CdkA je v malom
mnozstve pritomna v celkovom proteinovom extrakte a tiez medzi nenaviazanymi proteinmi
po CrCKSI purifikacii, avSak najvdcSie mnoZstvo tohoto proteinu sme zaznamenali v eluate
(Obr. 23 A). Tu vsak protilatka anti-CDKA S$pecificky reaguje s proteinom s trochu véicsou
vel'kost'ou, pricom predpokladame, ze stale ide o CdkA, ale nejaku jej fosforylovanu formu.
Tento predpoklad podporuje aj fakt, ze protein CrCKS1 sa viaze s CDK-cyklinovymi
komplexmi, v ktorych je uz CDK c¢iasto¢ne aktivovand fosforylaciou, ¢o nésledne ul'ahcuje
ich interakciu s fosfoproteinmi, ¢im sa d’alej zvySuje ich kinazové aktivita (Pines, 1995).
V snahe zistit, ¢i je na protein CrCKSI naviazand aj kindza CdkB1, sme neuspeli. Tato
kinaza bola pritomna medzi nenaviazanymi proteinmi po CrCKS1 purifikécii, v eluate ju
nebolo mozné detekovat. Tieto vysledky naznacuju, ze na rozdiel od Arabidopsis
(De Veylder et al., 1997; De Veylder et al., 2001) a morskej riasy Ostreococcus tauri (Stals
et al., 2000), u ktorych bolo dokazané, Ze protein AtCKSI1 sa viaze s kindzou CdkA aj s
CdkB, protein CrCKS1 sa u C. reinhardtii viaze len s kinazou CdkA. Zaujimavé je, ze
aktivita kinazy vyviazanej pomocou proteinu CrCKS1 bola vysSSia v porovnani s aktivitou
kindz imunoprecipitovanych anti-CDKB1 (Obr. 25 A, B). To bolo pravdepodobne spdsobené
tym, Ze protein CKS1 sa Specificky viaze s aktivnymi CDK/cyklinovymi komplexmi (Egan
a Solomon, 1998) a d’alej zvySuje ich kinazovu aktivitu (Pines, 1995). Vzhl'adom na fakt, ze
aktivita kindzy naviazanej na protein CrCKS1 (Obr. 25 A) je vysoka od zaciatku bunkového
cyklu v porovnani s aktivitou proteinu purifikovaného pomocou protilatky anti-CDKB (Obr.
25 B) predpokladame, ze kindaza CdkA by mohla zohravat’ dlohu nie len v regulacii
mitozy, ale aj v skorych fazach bunkového cyklu pri regulacii CP. To je v case, kedy
Specificka kinazova aktivita CdkB1 nebola esSte detekovana (Obr.25 B), ale zato bola
v bunkach C. reinhardtii identifikovana aktivita podobnd CDK (John et al., 1989; Zachleder
et al., 1997; Oldenhof et al., 2004).

Zeocin je antibiotikum z bleomycinovej rodiny, ktoré viaze DNA a spdsobuje v nej
dvoj-retazcové zlomy (Ehrenfeld et al., 1987; Gatignol et al., 1988; Kostrub et al., 1997,
Chankova et al., 2007). Podobne ako Chankova v roku 2007 (Chankova et al., 2007), aj my
sme zistili, Ze stlipajica koncentracia zeocinu vazne ovplyviuje prezivanie buniek (Obr. 14)
a blokuje jadrové a bunkové delenie (Obr. 16 C, 18 G, H, I). Taktiez po aplikacii zeocinu
doslo okamzite k indukcii transkripcie CDKBI aj WEEI (Obr. 19, 20), ¢o naznacuje ulohu
oboch proteinov v reakcii na poSkodenie DNA. V naSich pokusoch sme zaznamenali, Ze
v zeocinom ovplyvnenej kultire transkripcia CDKBI stipala podobne ako v kontrole

(Obr. 19), bola nasledovana zvysenou proteinovou hladinou (Obr. 22 A), avSak bez zvySenia
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kinazovej aktivity (Obr. 25 B). Jazayeri a kol zistili, Ze pre opravu dvoj-retazcovych zlomov
DNA v l'udskych bunkéch je Specificky vyzadovana kindzova aktivita CDK (Jazayeri et al.,
2006). To by vysvetlovalo, preco je zvySena expresia CDKBI, aj ked’ kinaza nie je aktivna.
Podobna situdcia nastala aj v pripade kindzy Weel. ZvySend hladina transkripcie (Obr. 20)
viedla k zvySeniu proteinovej hladiny (Obr. 22 B), ale zatial ¢o mnozstvo primarneho
transkriptu vzrastlo 2-3 krat v porovnani s najvyssou hladinou v kontrolnej kultare, mnozstvo
proteinu vzréastlo len vel'mi mierne. Napriek tomu, Ze proteinova hladina kindzy Weel sa
takmer nezmenila v porovnani s kontrolou, jej kindzova aktivita merand mnoZstvom
fosforylovanych tyrozinov na CDK vzrastla audrzala sa vysoko aktivna dlhSiu dobu
v porovnani s kontrolou (Obr. 25 C). Predpokladame, ze zvySena transkripcia tohto proteinu
zabezpecuje neustdlu produkciu aktivneho proteinu s kratkym pol¢asom rozpadu, ¢im
dopliuje jeho hladinu. Uloha kinazy Weel v DDRP bola zistena u Arabidopsis, kde je po
poskodeni DNA tito kinaza transkripéne aktivovana ATR-zavislou signdlnou drédhou
(De Schutter et al., 2007). Podobne u S. pombe a Xenopus laevis bolo zistené, ze po poskodeni
DNA alebo nekompletnej replikacii je kinaza Weel stabilizovana kindzami ATM/ATR, a to
prostrednictvom fosforylacie kindzy Chkl (Michael a Newport, 1998; O'Connell et al., 2000;
Raleigh a O'Connell, 2000; Lee et al., 2001; Stanford a Ruderman, 2005). Naopak, kinazy
ATM/ATR dokazu rovnakym mechanizmom inhibovat’ aj aktivitu fosfatdzy Cdc25 (Zhao
etal., 2002; Boutros et al., 2006), o vedie k inaktivacii mitotickych kinaz. To, Ze doteraz
nebol urastlin identifikovany jasny homolég kindzy Chkl a konzervovand indukcia
transkripcie WEE1 u Arabidopsis a C. reinhardtii naznacujl, ze u nich existuje alternativny
sposob reakcie na poskodenie DNA. Zaujimavy je dokaz, ze fosforylacia CdkA
sprostredkovana kindzou Weel nezohrava ulohu v bunkovej proliferacii, raste organov, ani
v odpovedi na poSkodenie DNA u Arabidopsis (Dissmeyer et al., 2009). Taktiez fosfataza
Cdc25 nezohrava u tejto rastliny ulohu bunkového regulatora, ale vyznaCuje sa arzenat-
reduktazovou aktivitou a je zapojena do metabolizmu arzenatu (Dissmeyer et al., 2009). Toto
poukazuje na rastlinne Specificky mechanizmus priebehu bunkového cyklu v nepritomnosti
fosfatazy Cdc25. Existuje predpoklad, Ze u rastlin, v ktorych doslo ku strate génu CDC25, je
za reguléciu prechodu z G2 fazy do mitézy zodpovedny B typ rastlinnej CDK (Boudolf et al.,
2006; Dissmeyer et al., 2009). S prihliadnutim na nase vysledky m6zeme polemizovat o tom,
ze CdkB by mohla byt ciePovym proteinom kinazy Weel pri poSkodeni DNA alebo
v priebehu mitézy. Jednym z dokazov v prospech tejto teorie je, ze v in vitro podmienkach
st komplexy CdkA a CdkB s mitotickym cyklinom B inhibované kindzou Weel. V mensej
miere si inhibované aj komplexy CdkA a CdkB scyklinom A (Obr.24). V in vivo
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podmienkach sme v bunkach ovplyvnenych zeocinom zaznamenali prepojenie aktivacie
CdkB1 (Obr. 25 B) s poklesom tyrozinovej fosforylacie (Obr. 25 C). Je dokazané, Ze u
morskej riasy O. tauri je CdkB fosforylovand atym inhibovana v reakcii na zastavenie
replikdcie DNA, pricom jej proteinova hladina zostdva na rozdiel od vysSich rastlin
konstantna. Taktiez po aktivacii DRC prebicha reguldcia kinazy CdkB prostrednictvom
tyrozinovej fosforylacie a nie na urovni proteosyntézy. Zaujimavé je, ze tato kontinudlna
proteosyntéza CdkB a nasledna akumulacia komplexov CdkB/cycB moéZe do urcitej miery
prekonat’ jej inaktivaciu spdsobenu prostrednictvom tyrozinovej fosforylacie, ¢o vedie
k celkovému zvySeniu aktivity CdkB a moze sluzit’ ako adaptacia na DDC (Corellou et al.,
2005).

Po ur¢itej dobe trvania DDC dochddza v bunkéch k tzv. ,,adaptécii na checkpoint®, a to
iv pripade, Ze bunky nie st schopné opravit poskodeni DNA. To znamend, ze bunky
pokracuju v bunkovom cykle a delia sa aj v pritomnosti poSkodenej DNA. K tejto adaptécii
dochadza aj napriek pretrvavajicemu signalu pre zastavenie bunkového cyklu po poskodeni
DNA (Yoo et al., 2004). V naSich experimentoch sa bunky adaptovali asi po 2 hodinach od
pridania zeocinu, ¢o sa prejavilo ich uvolnenim zo zablokovaného bunkového cyklu a
aktivaciou mitotickych CDK (Obr. 25 A, B) Tato aktivacia je spojend s poklesom tyrozinove;j
fosforylacie a degradaciou kinazy Weel (Obr. 25 C, 22 B). U vyssich eukaryot je adaptacia
na DDC spojena s degradaciou Weel (Bartek a Lukas, 2007) a zda sa, Ze tento mechanizmus
je konzervovany aj u C. reinhardtii. Aktivita CDK po tejto adaptacii bola relativne vysoka
a udrziavala sa az pokym bunky nepresli delenim jadier alebo protoplastov (Obr. 16, 25,
porovnat’). Aktivacia mitotickych kinaz je spojena so znasobenim DNA (Obr. 17), ¢o vedie
v kultarach so zeocinom k asi 4-nasobnému narastu mnozstva DNA na bunku. Toto je
zaujimavy fenomén, pretoZe v neovplyvnenych bunkach C. reinhardtii je replikdcia DNA
bezprostredne nasledovana delenim jadra. Zda sa teda, Ze bunky adaptované na poskodenie
DNA toleruju endoreduplikaciu. Téato je pravdepodobne spojend s vysokou mitotickou
kinazovou aktivitou, ktora je v rozpore s inhibi¢nou tlohou kinazy CdkB v endoreduplikacii
vysSich rastlin (Boudolf et al., 2004; John a Qi, 2008). Replikdcia DNA bola oddialené
v kultirach ovplyvnenych zeocinom aj kofein/zeocinom, ¢o naznacuje, Ze poskodenie DNA
spdsobilo docasné zastavenie replikacie nezavisle na pritomnosti kofeinu. AvSak obnovenie
replikacie prebehlo skor v kultare, kde bol pritomny aj kofein. Tieto vysledky vedua
k hypotéze, ze u C. reinhardtii existuju dva samostatné mechanizmy odpovede na

posSkodenie DNA, ktoré st rozne citlivé k pritomnosti kofeinu - 1; na kofein Ciasto¢ne
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citlivé oddialenie replikacie DNA a2; odpoved’ citliva na kofein, ktora vedie
k aberantnému bunkovému deleniu.

O kofeine je zname, Ze rusi prepojenie mitdzy s kontrolou spravnej replikacie DNA
(Schlegel a Pardee, 1986) a urychl'uje priebeh mitdézy (Kumagai et al., 1998a; Kumagai et al.,
1998b; Moser et al., 2000) prostrednictvom Specifickej inhibicie kinaz ATM/ATR (Sarkaria
et al., 1999; Moser et al., 2000; Zhou et al., 2000). Takto prevazuje nad DRC a tiez DDC u
roéznych organizmov (Schlegel a Pardee, 1986; Dasso a Newport, 1990; Kumagai a Dunphy,
1995; Poon et al., 1997), avSak u vysSich rastlin mé vplyv len na DDC (Pelayo et al., 2001;
Weingartner et al., 2003). Aplikaciou kofeinu sme zistili, ze bunky C. reinhardtii su
hypersenzitivne k poskodeniu DNA pri kombindcii zeocinu s kofeinom (Obr. 14). Kofein méa
pravdepodobne za nasledok inaktivaciu Weel (Obr. 25 C) po poskodeni DNA. Toto vedie
k urychleniu aktivacie mitotickych kindz a k aberantnej mit6ze. Na rozdiel od vyssich rastlin,

u C. reinhardtii, dokaze kofein prekonat DDC a ¢iasto¢ne aj DRC (vid’ aj kap. 5.2.1)
5.3. Scenedesmus quadricauda

5.3.1. Rast a priebeh bunkového cyklu S. quadricauda

Bunky S. quadricauda sme ovplyvinovali ¢inidlami (FdUrd, kofein, zeocin) na zaciatku
bunkového cyklu alebo v jeho 8. hodine. Bez ohl'adu na ¢as pridania kofeinu bol rast kultary
porovnatelny s kontrolnym variantom, rovnako to bolo aj v pripade FdUrd a FdUrd
s kofeinom (Obr. 27). U¢inok zeocinu bol zavisly na ase aplikacie. Jeho pridanie na za¢iatku
bunkového cyklu spomalilo rast buniek, zatial’ ¢o aplikacia v 8. hodine nemala Ziadny efekt
na rast. Pridanie zeocinu spolu s FdUrd na zaciatku bunkového cyklu nemalo spociatku
ziaden vplyv na rast buniek, ale neskdr kombindcia tychto dvoch cinidiel vyvolala v bunkach
degradéciu proteinov a pravdepodobne viedla aj k smrti niektorych buniek. Kombinacia
kofeinu a zeocinu vykazovala vel'mi podobny U¢inok a zavislost’ na case aplikacie ako to bolo
u zeocinu, avSak vich kombinacii s FdUrd bola proteinova degradacia ovela vyraznejsia.
Rast buniek S. quadricauda je ovplyvneny pritomnost’ou zeocinu, av$ak zaleZi na ¢ase
jeho aplikacie. V pripade C. reinhardtii sme tuto zavislost' nezistili, pretoze ¢inidla boli
testované len v 8. hodine bunkového cyklu. Kazdopadne u oboch modelovych organizmov
aplikacia zeocinu v 8. hodine bunkového cyklu nema vplyv na rast buniek.

Bunky S. quadricauda dosiahnu postupne pocas svetelnej periody maximalne 3 CP, ¢o
vedie ktvorbe osembunkovych coendbii. V kontrolnej akofeinom ovplyvnenej kultare

prebehli vsetky 3 CP, za ktorymi nasledovalo jadrové a bunkové delenie, a to bez ohl'adu na
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to, ¢i bol kofein pridany na zaciatku bunkového cyklu alebo v jeho 8. hodine (Obr. 28
a29 A, B). Zeocin mal vel'mi vyrazny efekt na priebeh bunkového cyklu. V podstate mozeme
konStatovat,, Ze bez ohl'adu na ¢as jeho aplikacie silne inhibuje reprodukéné procesy buniek,
tieto zostavaji zablokované v G2 faze prvej (pri aplikécii zeocinu na zaciatku bunkového
cyklu), resp. druhej (aplikdcia v 8. hodine bunkového cyklu) postupnosti reprodukénych
procesov (Obr. 28 a 29 C). Pritomnost’ kofeinu v kulturach ovplyvnenych zeocinom viedla
u Casti populacie k prekonaniu zablokovania bunkového cyklu v G2 faze, a teda tieto bunky
boli schopné prejst’ sadou reprodukénych procesov nasledujicou za tymto G2 blokom (Obr.
28 a 29 D). Po aplikacii FdUrd sme neboli schopni zaznamenat jadrové ani bunkové delenie,
toto C¢inidlo kompletne inhibovalo priebeh bunkového cyklu.

Replikdcia DNA v bunkéach S. quadricauda bola vyrazne ovplyvnena pritomnostou
zeocinu, zatial' ¢o u kofeinu sme Zziaden vplyv nezaznamenali (Obr. 30). Podobne ako
u C. reinhardtii aj tu bola replikacia v pritomnosti zeocinu obmedzend resp. pozastavena,
avsak nie Uplne inhibovana. V bunkéch doslo k 2-nasobnému (pridanie zeocinu na zaciatku
bunkového cyklu), resp. k 4-ndsobnému (aplikacia zeocinu v 8. hodine cyklu) zvysSeniu
mnozstva DNA, podl'a ¢oho sme predpokladali, ze sa materské bunky budu delit’ na 2 resp. na
4 dcérske bunky. V skutoc¢nosti vSak nebolo zaznamenané ziadne delenie po aplikacii zeocinu
na zaciatku bunkového cyklu (Obr. 28 C) a po jeho pridani v 8. hodine bunkového cyklu
doslo k deleniu len na dve dcérske bunky miesto oakavanych Styroch (Obr. 29 C). Toto
potvrdzuje vyssie uvedené tvrdenie, Ze bunky S. quadricauda zostali v dosledku posobenia
zeocinu zablokované v G2 faze prvej (pri aplikacii zeocinu na zaciatku bunkového
cyklu), resp. druhej (aplikacia v 8. hodine bunkového cyklu) postupnosti reprodukénych
procesov. Pritomnost’ kofeinu v zeocinom ovplyvnenych kultarach nijak neovplyvnila
znasobenie mnozstva DNA v porovnani so samotnym zeocinom. Rozdiel sme vSak
zaznamenali v nasledujucich reprodukénych procesoch. Na zaklade podobného ocakavania
ako v pripade samotného zeocinu, sa kultura ovplyvnend na zaciatku bunkového cyklu mala
celd rozdelit na 2 dcérske bunky. V skutocnosti vSak toto delenie prebehlo len u35 %
populécie (Obr. 28 D), ¢o znamend, ze len tato Cast’ populacie prekonala, pravdepodobne
v dosledku pritomnosti kofeinu, inhibicné zablokovanie spdsobené zeocinom v G2 faze.
Aplikaciou kofeinu spolu so zeocinom v 8. hodine bunkového cyklu prekonalo zastavenie
v G2 faze 30 % buniek (Obr. 29 D). Na zaklade tychto vysledkov mo6Zeme konStatovat’, ze
kofein dokaze ¢iastocne prekonat’ zablokovanie bunkového cyklu riasy S. quadricauda

v G2 faze, ktoré je indukované zeocinom.
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Zaujimavé je, ze pridanie zeocinu na zaciatku bunkového cyklu, teda este pred S fazou,
vedie k zablokovaniu buniek v G2 faze, zatial' ¢o po jeho aplikacii v 8. hodine bunkového
cyklu, teda v case ked’ sa bunky nachadzaju tesne pred zaciatkom S/M fazy, sme tento efekt
nepozorovali. U&inkom zeocinu aplikovaného na zaGiatku bunkového cyklu dojde
k oddialeniu S fazy, ale samotna replikacia inhibovana nie je (Obr. 30 A). Naopak, jadrové
a bunkové delenie neprebehnu (Obr. 28 C). Ovplyvnenie buniek zeocinom pocas G2 fazy
(8. hodina) vobec nezmeni priebeh bunkového cyklu, replikdcia DNA (Obr. 30 B), jadrové
a bunkové delenie (Obr. 29 C) prebehnii s rovnakym na¢asovanim ako v kontrole. Dalgia
postupnost’ reprodukénych procesov vsak uz ovplyvnena je, bunky su zablokované v G2 faze,
ale az tejto druhej postupnosti. Jednou z moznosti, preco neddjde k zablokovaniu bunkového
cyklu pri aplikécii zeocinu v G2 faze by mohlo byt’, Ze v tomto Case nie je prijimany bunkami.
Toto vsSak asi nie je opodstatnené, pretoze Gl a S fazy nasledujucej sady reprodukénych
procesov ovplyvnené st, o znamena, ze sa zeocin do buniek dostal. V opacnom pripade by
priebeh bunkového cyklu zobrazeny v grafe na Obr. 29 C vyzeral ako v kontrolnej kultare
(Obr. 29 A). Dalsou moznostou je, Ze bunky v G2 faze s menej citlivé k u¢inku zeocinu. To
modze byt vd’aka pritomnosti nejakych DNA protektivnych mechanizmov, pripadne naopak,

ze v tejto faze bunky nedokézu rozpoznat alebo reagovat’ na poSkodenie DNA.

5.3.2. Regulacia bunkového cyklu S. quadricauda

Nevieme presne aké velké poSkodenie DNA spdsobuje 10 pg/ml zeocin v bunkéch
S. quadricauda, ale je zname, ze podobna koncentricia u pribuznej riasy C. reinhardtii
(Chankova et al., 2007) aj u rastliny 4. thaliana (De Schutter et al., 2007) je u¢innym
¢inidlom pre indukciu poskodenia DNA. Pre spustenie DDRP je dostato¢ny jeden zlom v tejto
molekule (Bennett et al., 1993; Bennett et al., 1996), a teda predpokladame, Ze pozorovany
ucinok na bunky S. quadricauda bol v dosledku poSkodenia DNA ucinkom zeocinu.
V eukaryotickych bunkach existuju dva hlavné mechanizmy opravy dvoj-retazcovych zlomov
DNA, nehomologické spajanie koncov zlomov (NHEJ) a homologicka rekombinacia (HR)
medzi sesterskymi chromatidami (Shiloh, 2006). Poskodenie DNA indukované pred S fazou
by mohlo byt opravované prostrednictvom mechanizmu NHEJ, ktory je aktivny pocas celého
bunkového cyklu (Lieber et al., 2004), zatial’ ¢o na oprave poskodenia v G2 faze by sa mohla
podielat’ ako NHEJ oprava, tak aj HR, ktora sa uplatiiuje v neskorej S faze a v G2 faze
(Wyman et al., 2004) priCom vyuziva rekombindciu medzi sesterskymi chromatidami. Nie je
zatial' zname, ktory z tychto procesov je vyuzivany bunkami S. quadricauda, avSak u riasy

C. reinhardtii je preferenc¢ne vyuzivanym reparaénym mechanizmom NHEJ (Rohr et al.,
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2004; Vicek et al., 2008), hoci st u nej pritomné gény pre oba typy opravy (Vicek et al.,
2008).

Citlivost buniek S. quadricauda voci zeocinu bola ¢iasto¢ne redukovand u 30 % buniek
v pritomnosti nizkej koncentracie kofeinu, o ktorom je zname, ze dokaze prekonat DRC a
DDC (Schlegel a Pardee, 1986; Dasso a Newport, 1990; Pelayo et al., 2001; Weingartner
et al., 2003) prostrednictvom inhibicie kinaz ATM a ATR (Sarkaria et al., 1999; Moser et al.,
2000; Zhou et al., 2000). Aplikacia kofeinu Specificky prekonala zablokovanie buniek v G2
faze spdsobené zeocinom (Obr. 28 a 29 D), avSak oddialenie S fazy zostalo v porovnani
s u¢inkom samotného zeocinu nezmenené (Obr. 30 A). V tomto pripade teda, na rozdiel od
C. reinhardtii, nedoslo k ovplyvneniu DRC, ¢o znamena, Ze ucinok kofeinu je porovnatelny
s jeho uc¢inkom u vysSich rastlin. Kofein nevykazoval Ziadny ucinok v pripade, ked’ bol
aplikovany spolu s FdUrd, ¢o bolo pravdepodobne spdsobené nielen uplnou inhibiciou
replikacie DNA, ale aj nasledujucich procesov bunkového cyklu.

Pri testovani prezivania (Obr. 26) buniek riasy S. quadricauda na vybranych ¢inidlach
(kofein, zeocin) zvySoval kofein prezivanie buniek ovplyvnenych zeocinom. To bolo
pravdepodobne spOsobené tym, Zze hoci mechanizmus zodpovedny za zastavenie
bunkového cyklu v G2 faze bol inhibovany u¢inkom kofeinu, pokracovanie bunkového
cyklu, napriek pritomnosti poSkodenej DNA, bolo pre bunky menej letilne ako jeho
trvalé zastavenie. AvSak vtomto pripade je pravdepodobne Podobny efekt je mozné
pozorovat’ u mutantov cdcl3 kvasinky S. cerevisiae, u ktorych za Standardnych okolnosti
dochadza po poskodeni DNA k zablokovaniu bunkového cyklu v S/G2 faze (Weinert
a Hartwell, 1993). Avsak k tomuto zablokovaniu nedochadza v pripade dvojitych mutantov
cdcl3 rad9, uktorych sa kombinuje mutacia cdcl3 s muticiou v DDC. Takéto dvojité
mutanty podstupuju niekol’ko deleni aj v pritomnosti poSkodenej DNA. Toto poskodenie je
sice schopné indukovat’ zastavenie bunkového cyklu, ale samé o sebe letalne nie je, takze ked’
k zastaveniu nedodjde, bunky st schopné prezit (Weinert a Hartwell, 1993). Podobne aj
cicav€ie bunky s mutovanym proteinom p53 vykazuju vyssiu rezistenciu k UV ziareniu, Co je
vSak dané ich neschopnost'ou zastavit’ bunkovy cyklus v pritomnosti poskodenej DNA Bunky
sa v takomto pripade delia aj napriek tomu, ze replikdcia poskodenej DNA vedie k akumulacii
mutacii a k vysokej gendémovej nestabilite (Hanawalt, 1996).

Regulatory bunkového cyklu, ktoré sme sledovali v tejto praci u riasy S. quadricauda,
vykazuju odlisné chovanie v pritomnosti Ccinidiel indukujucich posSkodenie DNA.
V pritomnosti FdUrd alebo zeocinu sa mnozstvo proteinov CdkA a CdkB udrziavalo pocas

celého bunkového cyklu na priblizne rovnakej hladine (Obr. 33 A, B, 34), s ¢im suvisela aj
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dlhodobo vysoka kindzova aktivita oboch proteinov v tychto bunkach (Obr. 37, 38). Podobny
u¢inok FdUrd na udrzanie vysokej kindzovej aktivity oboch mitotickych kindz a tiez
cyklinu B bol uz u tohoto modelového organizmu publikovany Vitovou a kol. v roku 2008
(Vitova et al., 2008). Toto naznacuje, ze u S. quadricauda si CDK aktivované nezavisle na
priebehu bunkového cyklu. Priebeh bunkového cyklu bol v takto ovplyvnenych (FdUrd,
zeocin) bunkach zablokovany, o znamena, Ze aktivnym CDK bolo zrejme nejakym
sposobom zabranené vo fosforylacii substratov. Prekvapivo vSak kindzova aktivita CdkA
(Obr. 37 a 38 A) dosiahla svoj vrchol este pred tym, nez ho dosiahla hladina (Obr. 33 a 34 A)
tohto proteinu. Toto bolo asi spdsobené pritomnost'ou aktivneho CdkB v imunoprecipitate.
Mnozstvo proteinu Weel zostavalo na vysokej urovni v pritomnosti kofeinu, zeocinu aj
FdUrd (Obr. 33 a34 C), avSak nie je jasné ¢i bol tento protein aj enzymaticky aktivny,
pretoze jeho cielové CDK si udrziavali vysoku kindzovu aktivitu aj v jeho pritomnosti. To je
v rozpore s oCakavanim, Ze kindzova aktivita CDK klesne v pritomnosti proteinu Weel.
Stanovenie tyrozinovej fosforylacie CDK by tito otazku objasnilo, bohuzial sme toto
stanovenie nemohli spravit, pretoze Specificka protilatka proti fosfotyrozinu, ktora bola
pouzitd pre podobnu analyzu u C. reinhardtii, vykazovala neSpecifické reakcie. Vysoka
kindzova aktivita CDK a absencia jej tyrozinovej fosforylacie naznacuje existenciu nového
mechanizmu, ktory v bunkach S. quadricauda zabezpeli zastavenie bunkového cyklu
v pritomnosti poSkodenej DNA. Toto by vobec nebolo prekvapivé vzhladom k
Specifickému spdsobu delenia, tzv. ndsobnému deleniu, u tohto modelového organizmu.
Vysledky prezentované v tejto praci naznacuju, ze zelena riasa S. quadricauda
nereaguje na pritomnost’ mutagénov aplikovanych v G2 fize zastavenim bunkového
cyklu, zatial €o pri aplikacii rovnakych mutagénov esSte pred S fizou k tomuto
zastaveniu dochadza. Pokracovanie bunkového cyklu v pritomnosti poSkodenej DNA
a v absencii repardcie DNA vedie k deleniu buniek s poskodenou DNA. Pocas jedného
bunkového cyklu S. quadricauda prebehne niekol’ko za sebou nasledujucich reprodukénych
sekvencii, ktoré sa navzijom Cciastoéne prekryvaju. Tieto sekvencie st vinych fazach
bunkového cyklu ako je G2 faza ateda mdzu reagovat’ na poSkodenie DNA oddialenim
S fazy a zastavenim bunkového cyklu v G2 faze, podobne ako sa to deje pri aplikécii ¢inidiel
na zaciatku bunkového cyklu. Toto znamen4, Ze deliace sa bunky s v ur€itej chvili diploidné,
a teda pri reparacii DNA sa jednak moéze vyuzit mechanizmus neSpecifickej opravy NHEJ
ako aj Specifickej HR. Nie je zname ¢i a v akej miere je HR pouZzivand bunkami riasy
S. quadricauda na opravu dvoj-retazcovych zlomov v DNA, avSak u pribuznej zelenej riasy

C. reinhardtii to nie je preferovany mechanizmus reparacie tohto typu poskodenia DNA
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(Rohr et al., 2004). Naopak, u inych jednobunkovych organizmov ako su kvasinky (Siede
etal., 1996) a tiez v mySich embryach (Essers et al., 2000) je hlavnym reparacnym
mechanizmom HR. Ako uz bolo vysSie spomenuté, protein p53 je v cicavéich bunkach
nevyhnutny pre zastavenie bunkového cyklu v stvislosti s DDRP ajeho delécia vedie
k bunkovému deleniu aj napriek pritomnosti poskodenej DNA. Zaujimavé je, Ze tato delécia
¢iasto¢ne indukuje tvorbu pluripotentnych buniek z mysSich embryonélnych fibroblastov a aj
z ludskych koznych fibroblastov (Hong et al., 2009). To naznacuje, Ze existuje prepojenie
medzi neschopnostou buniek zastavit bunkovy cyklus pocas DDRP azaroven ich
schopnostou dediferencovat’ a delit’ sa. Tento predpoklad je podporeny skuto¢nostou, ze
pocas prvych vel'mi rychlych embryondlnych deleni Xenopus laevis, ktoré zahtiiaju len S a M
fazy bunkového cyklu, chyba DDC (Anderson et al., 1997; Finkielstein et al., 2001; Peng
et al., 2007).

Vysledky tejto prace naznacuju zaujimavi skutocnost, ze zelena riasa S. quadricauda
nereaguje na pritomnost’” mutagénov aplikovanych v G2 faze zastavenim bunkového cyklu,
zatial’ €o pri aplikdcii rovnakych mutagénov este pred S fazou k tomuto zastaveniu dochadza.

Dalsim poznatkom je odli§ny ¢inok kofeinu na vybrané modelové organizmy. Bunky
C. reinhardtii st hypersenzitivne k poskodeniu DNA pri kombinacii zeocinu s kofeinom,
zatial' ¢o v pripade druhého modelového organizmu S. quadricauda kofein zvySoval
prezivanie buniek ovplyvnenych zeocinom. U C. reinhardtii mé kofein pravdepodobne za
nasledok inaktivaciu Weel po poskodeni DNA, ¢o vedie k urychleniu aktivacie mitotickych
kinaz a k aberantnej mitéze. Podobne aj u S. quadricauda vykazuju bunky vysoku mitoticka
CDK kinazovu aktivitu a zaroven absenciu tyrozinovej fosforylécie, ktora je sprostredkovana
kindzou Weel. AvSak v tomto pripade je pravdepodobne pokraovanie bunkového cyklu,
napriek pritomnosti poSkodenej DNA, pre bunky menej letalne ako jeho trvalé zastavenie.

Okrem toho nase modelové organizmy odliSne reguluji DDRP v pritomnosti kofeinu.
U oboch dokéze kofein prekonat’ DDC, avSak len u C. reinhardtii ¢iastocne prekond aj DRC.
Reakcia S. quadricauda na poSkodenie DNA je teda viac podobnd vyS$Sim rastlindm
v porovnani s C. reinhardtii. U oboch modelovych organizmov predpokladame existenciu
Specifickych mechanizmov zodpovednych za zastavenie bunkového cyklu po poskodeni

DNA, avsak ich potvrdenie a podrobnejsia charakteristika st otdzkou d’alSieho vyskumu.
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6. ZAVERY

Utinok zeocinu na rast buniek C. reinhardtii a S. quadricauda je zavisly od &asu jeho
aplikacie. U oboch modelovych organizmov aplikacia zeocinu v 8. hodine bunkového
cyklu nemé vplyv na rast buniek. V pripade S. quadricauda vsak aplikacia zeocinu na

zaciatku bunkového cyklu rast ovplyvni.

Poskodenie DNA spdsobené ucinkom zeocinu aplikovaného na zaciatku bunkového
cyklu uS. quadricauda atiez v 8. hodine cyklu v pripade C. reinhardtii vedie

k oddialeniu replikacie a zastaveniu bunkového cyklu v G2 faze.

Aplikacia zeocinu v 8. hodine bunkového cyklu S. quadricauda nemé vplyv na okamzité
zastavenie bunkového cyklu, toto sa stane az v G2 faze d’alSej postupnosti

reprodukénych procesov.

Kofein dokaze u C. reinhardtii aj S. quadricauda Ciastoéne prekonat’ zablokovanie

bunkového cyklu, ktoré je indukované zeocinom.

Kinaza CdkA z C. reinhardtii méze zohravat’ tlohu nie len v regulécii mitozy ale aj v

skorych fazach bunkového cyklu pri regulacii CP. CdkB1 je mitotickd kinaza
C. reinhardtii a spolu s kindzou Weel je zapojena do DDRP. Transkripcia CdkBI1 aj
Weel je indukovana okamZite po poSkodeni DNA.

CdkA aj CdkB v bunkach S. quadricauda regulujii priebeh mitoézy. Ich proteinova
hladina a kindzové aktivita sa udrzuje na vysokej Grovni v pritomnosti poskodenej DNA.
Proteinova hladina kindzy Weel v bunkach S. quadricauda nebola ovplyvnena
pritomnostou zeocinu a FdUrd. Zda sa, ze tento protein nie je zapojeny do DDRP u tejto

zelenej riasy.

Na rozdiel od vysSich rastlin, dokéze kofein v bunkovom cykle C. reinhardtii prekonat’
DDC a ¢iastoéne aj DRC. U C. reinhardtii teda predpokladame existenciu dvoch
samostatnych mechanizmov odpovede na poSkodenie DNA, ktoré su rdzne citlivé
k pritomnosti kofeinu - 1; na kofein Ciasto¢ne citlivé oddialenie replikacie DNA a 2;

odpoved’ citliva na kofein, ktora vedie k aberantnému bunkovému deleniu.

Podobne ako uvysSich rastlin, kofein v bunkovom cykle S. quadricauda dokéaze

prekonat’ DDC ale nie DRC. V bunkach S. quadricauda predpokladame existenciu
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nového mechanizmu zodpovedného za zastavenie bunkového cyklu v pritomnosti
poskodenej DNA, ktory je spojeny s vysokou kindzovou aktivitou CDK a absenciou

tyrozinovej fosforylacie sprostredkovanej kinazou Weel.
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Abstract

DNA damage is a threat to genomic integrity in all living organisms. Plants and green algae are
particularly susceptible to DNA damage especially that caused by UV light, due to their light dependency
for photosynthesis. For survival of a plant, and other eukaryotic cells, it is essential for an organism to
continuously check the integrity of its genetic material and, when damaged, to repair it immediately.
Cells therefore utilize a DNA damage response pathway that is responsible for sensing, reacting to and
repairing damaged DNA. We have studied the effect of 5-fluorodeoxyuridine, zeocin, caffeine and
combinations of these on the cell cycle of the green alga Scenedesmus quadricauda. The cells delayed S
phase and underwent a permanent G2 phase block if DNA metabolism was affected prior to S phase; the
G2 phase block imposed by zeocin was partially abolished by caffeine. No cell cycle block was observed
if the treatment with zeocin occurred in G2 phase and the cells divided normally. CDKA and CDKB
kinases regulate mitosis in S. quadricauda; their kinase activities were inhibited by Weel. CDKA,
CDKB protein levels were stabilized in the presence of zeocin. In contrast, the protein level of Weel was
unaffected by DNA perturbing treatments. Weel therefore does not appear to be involved in the DNA
damage response in S. quadricauda. Our results imply a specific reaction to DNA damage in
S. quadricauda, with no cell cycle arrest, after experiencing DNA damage during G2 phase.
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Abstrakt:

Pre vSetky zivé organizmy predstavuje poskodenie DNA ohrozenie ich gendémovej integrity.
PredovSetkym rastliny a zelené riasy su nachylné k poSkodeniu DNA hlavne v dosledku UV Ziarenia, ¢o
suvisi s ich zavislostou na fotosyntéze. Pre prezitie rastlin ako aj d’alSich eukaryotickych buniek je
esencialna neustdla kontrola integrity ich genetického materidlu a okamzitd oprava v pripade jeho
poskodenia. Preto maju bunky vyvinuti drahu odpovede na poskodenie DNA, ktord je zodpovedna za
rozpoznanie, reakciu arepardciu poSkodenej DNA. Vnasej S§tadii sme sledovali efekt
5-fluorodeoxyuridinu, zeocinu, kofeinu a ich kombinacie na bunkovy cyklus zelenej riasy Scenedesmus
quadricauda. Ak bol metabolizmus DNA ovplyvneny pred S fazou bunkového cyklu doslo v bunkach k
oneskoreniu S fazy a zablokovaniu v G2 faze. Zablokovanie v G2 faze spdsobené zeocinom bolo
Ciasto€ne prekonané u€inkom kofeinu. Ak boli bunky ovplyvnené zeocinom v G2 faze nebolo
nepozorované ziadne zastavenie bunkového cyklu, delenie buniek prebehlo normalne. Aktivita kindz
CdkA a CdkB, ktoré reguluju mitézu v bunkach S.quadricauda, bola inhibovana Weel. Hladina
proteinov CdkA a CdkB bola stabilizovana v pritomnosti zeocinu. Naopak, hladina proteinu Weel nebola
ovplyvnena pritomnostou ¢inidla poskodzujiceho DNA. Zda sa, Ze Weel nie je zahrnutd v odpovedi na
DNA poskodenie uS. quadricauda. Nase vysledky naznacujii existenciu Specifickej reakcie buniek
S. quadricauda na poskodenie DNA, pocas ktorej nedochadza k zastaveniu bunkového cyklu po
poSkodeni DNA pocas G2 fazy.
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