Predavanje: Osobitosti prokariotskih i eukariotskih stanica
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Platon: Znanje koje imamo samo je mrvica onoga $to nemamo.

Osnovna pitanja ovog predmeta:
Mjesovite bakterijske kulture, gdje i kako izolirati ind. m.o., gdje i kako ih odrZavati?

Kako konstruirati ind. organizam?

Kako odrzavati ind. organizam

Sto nas okruzuje
® Mikroorganizmi uvijek u zajednici kao mjeSovite kulture!

® Opisano oko 4 200 vrsta bakterija to je samo 0,1 do 1 % bakterija u prirodi (16S rDNA- probe,
filogenetsko odredivanje prokariota tzv. “otisak prsta”);

® Manje od 5% mikrobne populacije u oceanima su poznate vrste koje se mogu uzgojiti (J. Craig
Venter).

Sto smo i kako se mijenjamo
Humani genom

Sekvenciran 2003. godine,

3 milijardi pb s mtDNK.,
kodiraju¢a DNK <2%;
nekodiraju¢a DNK 98%,
sadrzi i sekvencije za miRNK

genom i epigenom
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Slika 1. Kariotip humane diploidne stanice

EPIGENETIKA

Grana genetike koja objasnjava promjene u ekspresiji gena koje nisu rezultat promjene sekvencije
DNA.

- Epigenom.



The two main components
of the epigenetic code

DNA methylation

Methyl marks added to certain
DNA bases repress gene activity.
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Slika 2. Glavne znacajke eukariotskog epigenoma

Molekularni mehanizmi epigenetskuh modifikacija
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Slika 3. Molekularni mehanizmi epigenetske regulacije

Epigenetski mehanizmi u eukariota
® Epigenetske modifikacije reguliraju transkripciju itranslaciju u stanici;

® Epigenetski mehanizmi uklju¢uju metilaciju C u slijedu CpG u DNA, modifikaciju histona
(metilacija, ubikvitizacija, diacetilacija) i promijenu microRNA Sto dozvoljava stanici brzi
odgovor na promijene u okolisu.

Metiliranost otoka CpG i histonskih proteina u nukleosomu
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Slika 4. A i B: Manja metiliranost i druge specifi¢ne modifikacije kromatina dozvoljava transkripcijsku
aktivnost na odredenom genu; A i C: Velika metiliranost C u otocima CpG i histonskih proteina u
nukleosomu te druge specificne modifikacije kromatina dovode do represije transkripcije.
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Slika 5. Uloga eukromatina i heterokromatina

transcription

Epigenom kromosoma 22



Mapping the Epigenome

Reading the chart
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Slika 6. Shematski prikaz humanog epigenoma kromosoma 22

Koje su moguce promijene u genomu i epigenomu?
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Slika7. Moguce promijene u genomu i epigenomu

Ekspresija eukariotskih gena

EPIGENETICS
ANANUNVANNG

1 alterations

HHHh

i
noNAs

stable?

soma

varability



Signal

—
A Kromatin JEZGRA
| DNA pakiranje
DNA raspakiranje
pre b gena
a na
Gen sposoban za ekspresiju
l [ Transkripcija
Prvi RNA transkript
l [ RNA procesiranje
mRNA u jezgri
1 | Transport
1 CITOPLAZMA
mRNA u citoplazmi
Modifikacija
Translac
o
Polipeptidnl produkt
Modifikacija
Aktivacija
Funkcionalni protein
 Degradacija
Transport
1
Upotreba proteina

Slika 8. Regulacija ekspresije eukariotskih gena

Pracenje djelovanja signalnih molekula
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Slika 9. Moguénosti pracenja signalnih molekula

$to smo mi sami?
® Rodeni sterilni.
® Prva bakterija dobivena od majke.
® Postupna kolonizacija probavnog trakta.

® Probavni trakt 10 mikroorganizama (Silverman i Paquette, Science 2008) dok se nase tijelo
sastoji od 10** stanica.

® U kontaktu s mjeSovitim kulturama mikroorganizama.
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Crijevne mikroflora ¢ovjeka

Microbiota .

Vieaning ~ 700 specios
(6 mo-1y7)

Slika 10. Razvitak crijevne mikroflora tijekom ljudskog Zivota (Science 2012, 336, 1262-1267)

Mjesovite stanicne kulture i stres

® Kako utjecu bakterije na eukariotske stanice? Interakcija? DA, STALNO! Stresno stanje? DA!
Homeostaza? DA!

® Kako rastu mjeSovite bakterijske kulture? Interakcija? DA, STALNO! Stresno stanje? DA!
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Kako utjecu bakterije na eukariotske stanice?

® U prisutnosti bakterija u eukariotskim stanicama dolazi do transkripcije gena odgovornih za
imunitet, opstanak ili smrt stanice te prianjanje ili pokretljivost.

® Metaboliti bakterija mijenjaju strukturu kromatina i efikasnost transkripcije kod eukariotskih
stanica djeluju¢i na epigenetske strukture kao $to su metilacija DNA, modifikacija histona,
proteinski kompleksi povezani s kromatinom, nekodirajuée RNA molekule i faktori za
»spicing” RNA.

[ J
Kako rastu mjeSovite bakterijske kulture?

® Kako rastu baterijske monokulture?

Faze rasta
e —
90 , 10
emmmmmemao. o e e S { o5
‘ ' Opticka gustoca i
Broj Zivih stanica
Log broja < 050 Opticka
Zivih stanica/ml gustoca
7.0
- 025
6.0
A 0l
Vrijeme

Slika 11. Krivulja rasta bakterijskih stanica
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Slika 12. Krivulja rasta nesporogenih bakterija tijekom produljene stacionarne faze rasta (Bacunisur.,

2011)

Promijene bakterijske stanice u stacionarnoj fazi

® Morfologija: manje, okrugle stanice, otpornija stani¢na stjenka;

Nukleoid: povecana kondenzacija uz pomo¢ histon sli¢nih proteina;

Metabolizam: represija aerobnog metabolizma, smanjenje sinteze proteina;

Transkripcija: promjene globalnih regulatora, promjena podjedinice & iz RNA pol;

Translacija: 100S ribosomski dimeri, povecana sinteza proteaza i peptidaza;

Ostalo: povecéana otpornost na stres, produkcija sekundarnih metabolita, programirana smrt

stanica, mutator fenotip, GASP fenotip, quorum sensing itd.

Tri hijerarhiska stupnja regulacija gena u E. coli

(i)

(ii)

(i) globalna kontrola kromosomske strukture
(i) kontrola pomo¢u transkripcijskih regulatora putem regulona i stimulona
(iii) operon specificna kontrola

globalna kontrola kromosomske strukture

koordinira lokalnu superzavijenost DNA i topoloske struktura cijelog kromosoma pomo¢

histon sli¢nih proteina;
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(iii) Epigenom: adenin metiliran u sekvenciji GATC pomod¢u Dam metilaze, signal za DNA
replikaciju, kromosomsku segregaciju, popravak nesparenih baza (mismatch repair,
MMR), pakiranje virusnog genoma, aktivnost transposaze, regulaciju ekspresije gena i
patogenost (hemimetilirani ili nemetilirani).

Metilacija blokira transkripcijske regulatore: katabolicki aktivator proteina (CAP), leucin
regulatorni protein (Lrp), OxyR (antioksidacijski sustav, senzor peroksida i ostalih reaktivnih
metabolita kisika).

Metilacija signal za kratku memoriju metabolickih uvjeta za razvijanje i dijeljenje bakterijske
stanice.

Novi lijekovi koji inhibiraju metilaciju A u sekvenciji GATC u patogenih bakterija .

(ii) globalna kontrola pomocu transkripcijskih regulatora putem regulona i stimulon

® kod regulona razliciti afiniteti transkripcijskog regulatornog proteina za razliCite operatorske

regije unutar genoma (kod SOS odgovor LexA autolizirani represor stupnjevito ekspresira
gene recA, uvrA, uvrB, umuCD i dinB);

® viSe regulona moze formirati modulon u kojem pleotropni regulatorni protein regulira vise

metaboli¢kih putova ili funkcija (u CAP modulonu pomoc¢u CAP/cAMP regulirani su operon
Laci regulon Ara, a koji imaju specificne regulator proteine);

® stimulon je skup gena (mogu biti u operonima ili regulonima) pod kontrolom istog stimulusa
(@S u bakterija);
® kao odgovor na signale metabolizma ili signale iz okolisa.

Transkripcijski regulatori

Lrp leucin regulatorni protein (leucine-responsive regulatory protein), homodimer.

FIS

nucleoid povezani protein u E. coli, sudjeluje u kontroli replikacije kromosoma.

H-NS nucleoid povezani protein u E. coli, sudjeluje u regulaciji gena, DNA kondenzacija.

IHF (integration host factor) integracijski faktor domacina je protein arhikteture zavoja u DNA i

aktivira transkripciju odredenih promotora.

CRP = cAMP-receptor proteina= catabolite activator protein, CAP

FNR protein (regulator fumarat i nitrat redukcije) je globalni transkripcijski faktor i direktno

regulira oko 100 operona.

AraC protein represira iinducira operon araBAD kao odgovor na prisustvo ili nedostatak L-

arabinose.
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Slika 13. Transkripcijska regulatorna mreza

Odgovor bakterijske stanice na ostecenja u DNA
1. Popravci prije replikacije:
1.1. Reverzija oSteéenja
1.1.1. Fotoreaktivacija
1.1.2. Alkiltransferaze
1.2. Uklanjanje osteéenja
1.2.1. Bazni ekscizijski popravak
1.2.2. Nukleotidni ekscizijski popravak
2. Popravci poslije replikacije:
Popravakkrivo sparenih baza
3. Popravci tijekom replikacije:
3.2. ZaobilaZenje oStecenjai mogudi nastanak mutacija
3.2.1. Odgovor SOS
3.2.2. Rekombinacijski popravak

Popravci ostecene DNA

Ostecéenja u molekuli DNA koja zaustavljaju replikaciju kromosoma ugrozavaju integritet stanicnog
genoma kao i stanice. Globalni odgovor na oStecenja u DNA usmjereno je prema o¢uvanju stanice
i aktiviranju vise putova popravak DNA. Neki su popravci toc¢ni (engl. error free repair) te se
uspostavljaprijasnje stanje. Drugi popravci skloni greskama (engl. error prone repair) zaobilazei
toleriraju oStecenja te nasuprot oStecenja dolazi do ugradnje bilo koje nukleinske baze Sto
moZe rezultirati nastankom mutacija.

3.2.1. Odgovor SOS

Godine 1974. Miroslav Radman je opisao i imenovao odgovor SOS koji u bakteriji E. coli odrZava
integritet genoma pomocu replikacije preko oSteéenja u DNA tzv. traslezijske sinteze (engl.
translesion synthesis, TLS) te mogu nastati greske i mutacije u DNA (engl. error prone repair).
Odgovor SOS induciraju vanjski Stetni agensi koji oSte¢uju DNA. Inducirajuéi signali u bakteriji E. coli
su: ostecenja DNA metabolickim intermedijerima, greske u replikaciji, rekombinaciji ili kromosomskoj
segregaciji, povisena temperatura iznad svojstvene metabolicke, izloZenost antibioticima i visokom
tlaku, blago alkalni uvjeti, toksi¢ne tvari i mutageni. Iznenaduju¢e je da se odgovor SOS moZe
aktivirati i prekidom dvostruke zavojnice koja je nastala restrikcijskom endonukleaze same E. coli.
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Signal za ekspresiju gena regulona SOS javlja se upravo u regiji jednolantane DNA kada se DNA
polimeraza Il zaustavi na oSte¢enu u DNA. Odgovor SOS reguliran je represorom LexA kao i
proteinom RecA koji se veZe na jednolancanu nakon zastoja replikacije DNA te djeluje kao aktivator
(slika 2). Kompleks RecA-DNA tzv. RecA filament odgovoran je za tri medusobno vazne funkcije:
indukciju odgovora SOS i induciranu SOS mutagenezu te rekombinaciju DNA. Represor LexA u
neinduciranom stanju sprjecava ekspresiju gena koji kodiraju za proteine uklju¢ene u odgovor SOS
(slika 2, neinducirano stanje, gornji dio slike). Nakon izlaganju nekom mutagenom agensu dolazi do
ostecenja DNA i nastajanja regije jednolancane DNA. Na jednolanéanu DNA (eng. single strand DNA,
ssDNA) se veZe protein RecA koji postaje aktiviran te inducira autoproteolizu represora LexA (slika 2,
inducirano stanje, donji dio slike). Induciranjem odgovora SOS sinteza proteina RecA je brza, 10
molekula u sekundi, a maksimum se postiZze sat vremena nakon djelovanja mutagenog agensa. Veca
koncentracija nukleoprotein kompleksa i interakcija RecA s LexA izaziva razaranje sve veceg broja
represora LexA ¢ime se omogucava ekspresija sve viSe gena regulona SOS. Produkti ekspresije prvih
gena su enzimi (UvrA i UvrB) koji promi¢u popravak ostecene DNA, a produkti kasnih gena su
polimeraze sklone greskama. Kada polimeraze predu preko ostecdenja u DNA i ugrade bilo koju
nukleinsku bazu te djeluje DNA ligaza. Tada nestane jednolancane DNA pa se sitetizirani represor
LexA viSe ne cijepa vec se ponovno veZe na operatorska mjesta gena odgovora SOS i stanica ulazi u
neinducirano stanje.

Neinducirano
stanje ‘

Na ostale gene pod
’ LexA kontrolor Lexd
_’_///:exA se veZe na

operatore 1
onemogucéava sintezu
proteina odgovora 303

Neostecena DNA

Inducirano
stanje Operator

q " LexA

00 @ ke Razoren %
e m‘jﬁ

s
Ostecena DNA

Slika 14. Regulon odgovora SOS u neinduciranom i induciranom stanju. Tijekom neinduciranog stanja
u stanici s neoStecenom DNA, represor LexA sprjecava sintezu RecA, UvrABC, RecBCD i dugih
proteina uklju¢enih u odgovor SOS (gornji dio slike). U induciranom stanju oSte¢enje DNA potice
protein RecA na vezanje na ssDNA Sto rezultira samorazaranjem represora LexA i omogucava
transkripciju gena regulona SOS (donji dio slike).
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Protein LexA kontrolira ekspresiju 43 gena u E. coli (Courcell isur., 2001)

Slika 15. Utjecaj represora LexA na promotorska mjesta odredenih gena u E. coli
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