Prezivljavanje bakterija u ekstremnim uvjetima
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U svemiru djeluje kozmicko zracenje kojeg Cine energetske elektricki-nabijene subatomske Cestice. Zahvaljujuci Zemljinom prirodnom stitu, magnetosferi i atmosferi, vrlo malo
kozmickog zracenja dospije do povrsine Zemlje. Vecina kozmickog zracenja medudjeluje sa Zemljinom atmosferom i nastaje sekundarno kozmicko zracenje koje je sastavljeno
od elektrona, neutrona i elektromagnetskog zracenja razlicitih valnih duljina. Neka od njih su UV (A=10-400 nm) i y (A<0,01 nm) zracenije.
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Spektar elektomagnetskog

zracenja
Sunce je prirodan izvor UV zraCenja i to najvise UV-A (315-400 nm), UV-B (280-315 nm) i y-zracenje je visokoenergetsko elektromagnetsko zracenje koje ne nalazimo cesto u
UV-C (100-280 nm) zracenja, ali samo UV zracCenje valne duljine od 300 do 400 nm dolazi prirodi. Zato se pretpostavlija da je kod bakterije D. radiodurans otpornost na Y-
na Zemlju. Poznato je stetno djelovanje UV zraCenja jer indirektno (UV-A) ili direktno (UV- zraCenje zapravo posljedica adaptacije na ekstremno isusivanje. Spektar valnih duljina
B i UV-C) ostecuje molekulu DNA. Od sva tri tipa UV zracenja, UV-C zraCenje najstetniji je y-zracenja preklapa se djelomicno sa spektrom Siroko upotrebljavanih x-zraka koje
tip UV zraCenja i koristi se za sterilizaciju jer uniStava mikroorganizme. UV-C zraCenje slicno djeluju na stanice. y-zraCenje i slobodni radikali nastali zbog y-zracenja ostecuju
direktno djeluje na molekulu DNA tako sto uzrokuje povezivanje susjednih pirimidinskih stanicne molekule (DNA, proteine, lipide, ugljikohidrate) te uzrokuju nastanak
baza i stvaranje pirimidinskih dimera. Isti mutageni efekt ima i UV-B zracenje. UV-A potencijalno letalnih dvolancanih lomova u molekuli DNA.
zraCenje dovodi do stvaranja slobodnih radikala koji ostecuju molekulu DNA i proteine u
stanici.

Poslije

Pirimidinski dimeri popravljaju se
mehanizmom  nukleotidnog ekscizijskog T e —
popravka (NER). Ukoliko se ne poprave
NER-om dimeri su mutageni. Nepopravljeni
dimeri aktivirati Ce translezijsku DNA
sintezu (TLS). TLS popravak ovisi o DNA
polimerazama koje su sklone uvodenju -
pogresaka. Prisustvo citozina u dimeru
dovest Ce do tranzicije citozina u timin odn.

mutageneze. Genomska DNA bakterije D. radiodurans razrezana
je na desetak dijelova pomocu restrikcijskog enzima
Notl i razdvojena pomocu elektroforeze u
promjenjivom elektricnom polju.

UV i y zraCenje mogu biti smrtonosni za zivi organizam jer ostecuju stanicni materijal (molekulu DNA, proteine, lipide i dr.). Usprkos tome, planetu Zemlju nastanjuju bakterije koje
mogu prezivjeti tako ekstreme uvijete. Neke od tih bakterija su Bacillus subtilis i Deinococcus radiodurans koje su razvile karakteristiche mehanizme prezivljavanja.

Bacillus subtilis je gram pozitivna bakterija koja se najéeS¢e nalazi u zemlji. Tijekom Bakterija Deinococcus radlodurans je jedan od
nutritivnog stresa stvara endospore koje mu omogucavaju da prezivi ekstremne uvjete npr. naJC_fCIDOmI_J'h organl_zama na |on|2|raJuvce Zracenje. Prezivljenje bakterijskih populacija
visoke temperature, UV i y zracenje, isusivanje i otrovne kemikalije (H,O,, formaldehid i Izolirana je 1956. iz x-zrakama ozracene mesne nakon gama zraéenja
nitratnu kiselinu). Glavnu ulogu u mehanizmu prezivijavanja imaju a i B proteini koji konzerve (koja se pokvarila). Bakterije iz roda |EEEEEYEE:E
y . . . - vy : . . . L - : : : - L X 10,
zasicuju molekulu DNA i pri tome je &tite. Navedeni proteini prisutni su samo u endospori, Deinococcus izolirane su iz razlicitin stanista — od |-, ~=—D Radiodurans
no ne i u vegetativnim stanicama. zivotinjskog fecesa do antarktickog i pustinjskog |EECEEEEeTe
tla. Prezivljavanje ekstremnih uvjeta pripisuje se |EE-EE—"—"
L. . O 5 000100%
- _ — snaznoj zastiti proteina od oksidativnih ostecenja 0,00010%
5\ Razt;“aztbaktir'le Bacillus 5(;’_{7”/’5 (Daly i sur. 2007) te preciznom i efikasnom 000001 . o 1 %
y [ naDbogatom, hranjivom mediju mehanizmu rekonstrukcije genoma iz stotine dozazratenja (kGy)
kromosomskih fragmenata (Zahradka i sur. 2006).
Cilj istrazivanja: Cilj istrazivanja:
Dolazi li do mutageneze u sporama Bacillus subtilis nakon Sto se ozrace UV Koliko je efikasna i tocna rekonstitucija molekule DNA u bakteriji D. radiodurans
zracenjem? Da bi se to utvrdilo spore se zrace simuliranim okolisSnim UV zracenjem nakon dvolancanih lomova uzrokovanih y-zracenjem? i

(UV-A i UV-B) ili germicidalnim zracenjem (UV-C).
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Nakon izuzetno visokih doza y JRESERERS
zracenja (25kGy) popravak DNA
je neprecizan i dovodi do velikih
genomskih rearanzmana.
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Rezultati:

Do mutageneze dolazi ukoliko se spore Bacillus subtilis tretiraju UV-A i UV-B ili
UV-C zraCenjem, no spektar mutacija se razlikuje.
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Slika 1. Slika 2.

Sravnjivanje sekvenci divljeg tipa gena gyr4 i uzoraka izolirane DNA nakon zracCenja spora Bacillus subtilis
UV-A i UV-B (Slika 1.) i UV-C (Slika 2.) zraCenjem. Za sravnjivanje sekvenci koristen je bioinformaticki
programom ClustalW. Crveno je oznaceno ‘vruce’ mjesto, odn. polozaj nukleotidnog slijeda gdje dolazi do
mutageneze, dok je plavo oznacen nukleotidni slijed divljeg tipa gena gyr4 bakterije Bacillus subtilis.

Kolonije bakterije D. radiodurans koje su prezivjele y-zraCenje uzgojene su do stanicnih kultura iz
kojih je izolirana DNA. Genomska DNA razrezana je na desetak dijelo‘/a pomocu restrikcijskog
enzima Notl i razdvojena pomocu elektroforeze u promjenjivom elektricnom polju.
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