Sto Prva dama molekularne biologije i Conan imaju zajedniéko?
Bakterijski mehanizmi popravka ostecene molekule DNA
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Bakterije su organizmi prisutni na Zemlji 3,8 milijuna godina, no zbog svoje veli¢ine (prosjek 1-5 ym) ¢ovjek ih je prvi puta vidio u 17. stolje¢u - Antony van Leeuwenhoek. Iako ih mnogi smatraju
primitivhim one su vrlo dobro prilagodene i uspjesan oblik Zivota. Najbrojnija su skupina organizama koja je prisutna u gotovo svim stanistima i imaju vrlo vaznu ulogu u odrzavanju svakog ekosustava.
Procjenjeno je da na nasoj planeti obitava ¢ak 5,000,000,000,000,000,000,000,000,000,000 (5x1039) razli¢itih vrsta od kojih je do danas okarakterizirano samo 1%. Bakterije su prokarioti $to znaci
da nemaju jezgru niti ostale organele koje mozemo naéi kod eukariota.

Escherichia coli

- Stapiasta, gram negativna bakterija

Deinococcus radiodurans

* Rozo pigmentirana, okruglog oblika, gram pozitivha bakterija

* Primarno se nalazi u probavnom sustavu svih sisavaca, no zbog : .. .. : v ..
* Najpoznatija po svojoj otpornosti na y-zracenje i

svoje otpornosti moze mjesecima prezivjeti u vanjskim uvjetima : : . —
Jeotp moze m map J JsKim dvjetim shodno tome dobila nadimak ‘Conan the bacterium

* Kolonizira nas veé 40 sati nakon rodenja i od tada pomaze u probavi : b :
* Prvi put izolirana iz pokvarene konzerve mesa

(sinteza vitamina K) " _ " . .
sterilizirane" x-zracenjem
" Sprjecava naseljavanje pategenih bakterija * Najcesée raste u obliku parova i tetrada, idealno na 30°C

* 'Najsretnije’ su na temperaturi oko 37°C i neutralnom pH
* Nepatogena

» Ona je prvi modelni organizam u molekularnoj biologiji
D. radiodurans (divlji tip) vidljiv pod fazno-
kontrastnim mikroskopom. Kromosomi su obojani
fluorescentnom bojom DAPL.

. . . o , E. coli (divlji tip) vidljiva pod fazno-
pa je zasluzeno dobila naziv 'Prve dame kontrastnim mikroskopom. Kromosomi su
obojani fluorescentnom bojom DAPLI.

* Mali broj sojeva moze izazvati i bolesti (npr. EHEC serotip O157:H7)

Tako razlicite po izgledu i sposobnostima prezivljavanja, bakterije Escherichia colii Deinococcus radiodurans imaju zajednickih to¢aka na molekularnoj razini. Obje imaju dvolanc¢ane molekule DNA i
protein RecA. Ukoliko se molekula DNA osteti nastaju dvolancani lomovi koji su smrtonosni za svaku stanicu. Mehanizam popravka takvih lomova naziva se rekombinacijski popravak i u obje bakterije
on ovisi o proteinu RecA i homolognoj dvolanc¢anoj molekuli DNA. Dvolanéani lomovi mogu nastati uslijed nekog vanjskog utjecaja kao $to je y zracenje koje direktno uvodi dvolanc¢ane lomove ili nakon
UV zracenja pri ¢emu indirektno nastaju jednolancane praznine i dvolancani lomovi. Osim toga, dvolancani lomovi mogu nastati i spontano npr. prilikom replikacije molekule DNA.

U bakteriji Escherichia coli dvolancani lomovi popravljaju se RecBCD rekombinacijskim Popravak dvolancéanih lomova DNA u bakteriji O. radiodurans osim rekombinacije
mehanizmom popravka, dok se jednolanc¢ane praznine u molekuli DNA popravljaju RecF ukljucuje i opseznu sintezu DNA. Zato je osim o RecA proteinu popravak ovisan i o
rekombinacijskim mehanizmom popravka. Rekombinacijski proteini RecBCD i RecFOR nanose polimerazama PolI i PolIII. D. radiodurans koristi proteine RecF puta za nanosenje
protein RecA na jednolanc¢anu DNA i tako nastaje RecA filament. proteina RecA na jednolanc¢anu DNA.
RecBCD rekombinacijski put popravka Mehanizam popravka dvolancanih lomova Proteini RecF puta popravka Kljuni
secreeTsas DNA u bakteriji D. radiodurans: su za rekombinaciju u D. radiodurans
: RecF rekombinacijski put popravka
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(modeli RecBCD i RecF rekombinacijskih puteva popravka preuzeti su iz Spies i Kowalczykowski (2005))

(model preuzet iz Bentchikou i sur. (2010))

(model preuzet iz Zahradka i sur. (2006))

Protein RecA i RecA filament kljucni su:
. jer ¢uvaju molekulu DNA od degradacije razli¢itim nukleazama

. jer induciraju SOS odgovor, mehanizam koji se aktivira ako je ostecena molekula DNA

jer o njima ovisi rekombinacijski popravak
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Bazalna ekspresija gena recA u divijem tipu (w?) i u mutantu Bazalna ekspresija gena recA u divljem fipu (w#) i u mutantu

koji nema funkcionalan RecA protein (recA mutant) kojem je protein RecA izmjenjen (recA730 mutant)
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Bazalna ekspresija gena SOS odgovora:

Prezivljenje nakon UV zracenja:

preostali H u DNA (%)
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U sluéaju da stanice ne mogu popraviti ostelenja
regularnim putem, RecA filament postaje signal za
ekspresiju oko 50 razlicitih gena Ciji su produkti
uklju¢eni u SOS odgovor. Pod promotor gena za jedan
takav protein stavljen je gen za enzim p-galaktozidazu.
Kao supstrat za detekciju aktivnosti p-galaktozidaze
koristi se ONPG, bezbojna kemikalija Cijom hidrolizom
nastaje zuto obojenje. Intenzitet obojenja mjera je
aktivnosti enzima i ujedno pokazatelj jaCine SOS
odgovora.

S obzirom da do DNA ostelenja dolazi i spontano,
mozemo pratiti i bazalnu ekspresiju gena SOS odgovora.
Ona e u divljem tipu (wf), a posebice u mutantu koji
nema RecA protein (mutant recA) biti neznatna (A) dok
¢e mutant s vrlo visokim afinitetom za jednolancanu DNA
(mutant recA730) uzrokovati visoku razinu SOS
odgovora (B).

Stanice su uzgojene do logaritamske faze, a zatim
su razli¢ita razrjedenja nasadena na LB ploce.
Jedna plo¢a nam sluzi kao kontrola rasta stanica
(A), a druga (B) pokazuje sposobnost stanica da
poprave DNA i prezive nakon UV zracenja.
Prikazan je utjecaj delecije tri gena Ciji produkfi
imaju vaznu ulogu u jednom (mutanti recFili recB)
ili oba (mutant recA) puta homolognog popravka
oSteCene DNA. Delecija gena recA cCiji produkt
sudjeluje u oba rekombinacijska puta ima i najvedéi
efekt.
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Jednaki volumeni bakterija uzimani su u  pakterije D.
razlicita vremena nakon zracenja i iz njih je  radiodurans
izolirana DNA. Genomska DNA razrezana je
na desetak dijelova pomocu restrikcijskog
enzima NotI i razdvojena pomocu

elektroforeze u promjenjivom elektri¢nom
polju.

Spontana degradacija DNA u recA mutantu £. coli:

(A) U populaciji stanica bez RecA proteina pojavljuju se i
stanice bez DNA, 1j. sa potpuno degradiranim
kromosomom (na slici oznacene strelicama). Za taj
fenomen spontane i “neobuzdane” degradacije DNA
odgovoran je enzim RecBCD.

(B) Mjerenje degradacije DNA praéenjem gubitka
radioaktiviteta iz stanica Cija je DNA obil jezena [H3]
timidinom. Oko 40% DNA je degradirano u recA
stanicama nakon 150 min.

(Zahradka i sur. (2009))

(Repar i sur. (2010))
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