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1. Uvod

Nova otkrica 0 sposobnostima organizama na prilagodbu za rast i razvoj u donedavno
nezamislivim uvjetima za zivot, u posljednjih nekoliko desetlje¢a znatno su promijenila percepciju
ograni¢enja okolisnih uvjeta u kojima zivot moze postojati. Za svaki ekstremni okoli$ni uvjet za
koji se mislilo da je prezivljavanje zivog organizma nemoguce, pronadene su vrste koje su
pomaknule granice. Upoznavanje ovih ekoloskih niSa na Zemlji vodi nas k boljem razumijevanju
karakteristika nastanjivog okolisa i potencijalno sugerira da je zivot u svemiru vjerojatniji nego sto

se mislilo (Rampelotto, 2010).

Saznanja o ekstremofilima, organizmima koji zive u ekstremnim okoliSnim uvjetima,
impliciraju i nove moguc¢nosti postanka i evolucije zivota. Najnovija demonstriranja prezivljavanja
mikroorganizama u ekstremnim uvjetima, koji simuliraju one u svemiru, ruse sve barijere
prihvacanja panspermije, teorije Sirenja Zivota po svemiru putem svemirskih tijela (Rampelotto,

2010).

Bakterija Deinococcus radiodurans jedan je od prvaka rezistencije na visestruke nepovoljne
uvjete 1 biokemijska podloga kojom se stjeCe takva otpornost predmet je brojnih istrazivanja

(Battista, 1997).

S klimatskim promjenama i sve veé¢im ekstremima vremenskih uvjeta, kao i ekoloskim
katastrofama, znanje o adaptacijama najotpornijih organizama moze posluziti kao predlozak u

razvijanju tehnologije i medicine korisne u suo¢avanju s navedenim problemima (Orellana 1 sur.,

2018; DasSarma i sur, 2010; Rothschild i Mancinelli, 2001).



2. Ekstremofili

2.1. Sto su ekstremofili?

Ekstremofili su organizmi koji mogu zivjeti u ekstremnim okolisnim uvjetima, bilo
fizikalnim(ekstremna temperatura, radijacija, tlak), geokemijskim (ekstremni pH, salinitet, redoks
potencijal, koli¢ine reaktivnih kisikovih vrsta, nedostatak vode) ili bioloskim (nedostatak
nutrijenata, populacijska gustoca, prisutnost parazita) (Rothschild i Mancinelli, 2001). Po
definiciji, ekstremofili ne samo da prezivljavaju, ve¢ optimalno Zive na podru¢jima ekstremnih
temperatura, saliniteta i tlaka koji zahvaljujuci adaptacijama postaju njihova preferirana ekoloska
niSa (Coker, 2019.) Medutim, za neke okoliSne stresore kao Sto su radijacija, vakuum 1 prisutnost
teskih metala, dovoljno je da ih organizam moze uspjeSno prezivjeti da bi ga se smatralo
ekstremofilom (Rothschild i Mancinelli, 2001).

Okoli$ni uvjeti u kojima je organizmima otezano prezivljavanje smatraju se ekstremnima i
nalaze se na granicama unutar kojih se i1 dalje odvijaju biokemijski procesi koji omogucuju zivot.
U ekstremnim uvjetima prestaje biti moguée odrzavanje homeostaze stanica i dolazi do unistavanja
biomolekula te je zbog toga prisutno ograni¢enje ekoloSke niSe zivota. Ekstremofili stoga moraju
ili ste¢i na¢in preZivljavanja na granicama koje i dalje podrzavaju funkcioniranje organske kemije
na kojoj se temelji zivot ili se zastititi od vanjskog svijeta kako bi intracelularno odrzali povoljne

uvjete (Rothschild i Mancinelli, 2001).

Ipak, svrstavanje organizama u skupinu ekstremofila ne moze biti sasvim objektivno jer se
uvijek polazi iz antropocentri¢nog stajaliSta. 1z vlastite perspektive tipi¢no ocjenjujemo okolisne
uvjete ekstremnima kao one u kojima ljudska bi¢a (bez pomo¢i tehnologije) ne bi mogla
samostalno prezivjeti. Najbolji su primjer za to aerobi, koji mogu prezivjeti U prisutnosti kisika
premda iz njega lako nastaju reaktivni radikali koji uzrokuju letalna oSte¢enja na proteinima,
lipidima i nukleinskim kiselinama pa bi se tu visoka prisutnost kisika smatrala ekstremnim uvjetom
(Tyrell, 1991.) Aerobe, koji su pronasli na¢in za kontrolu razine reaktivnih radikala u stanicama 1
uspjesno zive U visokom prisustvu kisika, ne smatramo ekstremofilima, iako bi po definiciji to bili,

upravo zbog toga sto ljudi, kao i veliki broj organizama koji poznajemo, zauzimaju tu nisu.

Iako se o ekstremofilima uglavnom pric¢a u kontekstu dominantnog okoliSnog pritiska, u

stvarnosti su ¢esto prisutni okolisni ekstremi u kombinaciji (npr. niska temperatura i visoki salinitet



ili visoka temperatura i niski pH). Ekstremofili koji su sposobni tolerirati i prezivjeti visestruke

nepovoljne uvjete zovu se poliekstremofili (Rothschild i Mancinelli, 2001).

2.2. Raznolikost ekstremofila

Premda su prokarioti najées¢i primjeri, ekstremofili se mogu pronaéi u svim trima
domenama zivota. Sposobnost rezistencije kod nekih vrsta varira unutar Zivotnih stadija i oblika
koje poprimaju ovisno o okolisu. Biljne spore, sjemenke i stadiji jajeta znatno su otporniji na
vanjske uvjete od vegetativnih oblika. Tijekom sezonskih promjena vremena viSesezonske biljke,
insekti, ribe, vodozemci mijenjaju vlastitu fiziologiju i metabolizam kako bi se prilagodili vanjskim
uvjetima. Neke bakterije u uvjetima nepovoljnim za rast i razmnozavanje (Cesto kod rodova
Bacillus i Clostridium) mogu formirati spore, iznimno rezistentan dormantni oblik (Rothschild i
Mancinelli, 2001).

Dugozivei (Tardigrada) su koljeno mikroskopskih Zivotinja koji se smatraju jednim od
najrezistentnijin visestani¢nih organizama. Pronadeni su u razli¢itim biosferama Zemlje, od
dubokog mora, planinskih vrhova, tropskih Suma, do ledenih pustinja. U posebnom stanju
kriptobioze sposobni su prezivjeti ekstremnu susu, visoki tlak, radijaciju, vrlo visoke 1 niske

temperature te Stetne toksine u okolisu.

Dehydration

| e '
" Rehydration

Active Tun

Slika 1. SEM fotografije dugozivaca u aktivnom metabolickom stanju (lijevo) i u stanju kriptobioze

(desno). (Preuzeto iz Schokraje i sur., 2010.)

U kriptobiozi (Slika 1), rad metabolizma pada na 0,01% normalnog i sadrzaj vode se

smanjuje na 1% normalnog. U takvom stanju mogu preZivjeti preko mjesec dana bez vode i hrane.



Europska svemirska agencija (ESA) je 2007. poslala 3000 jedinki dugozivaca u stanju kriptobioze
u Zemljinu orbitu na 12 dana, gdje su bili izlozeni vakuumu, kozmic¢kim zracenjima i jakom
sun¢evom UV-zrac¢enju. Impresivnih 68% jedinki koje su bile dodatno zasticene od UV-zracenja
uspjesno se reanimiralo nakon 30 minuta rehidratacije, dok je znacajno manje njih uspjelo

prezivjeti i bez zastite (Sloan i sur., 2017.)

3. Ekstremni uvjeti i adaptacije

Zbog toga §to je Zemlja planet pogodan za razvoj zivota Cesta je percepcija da su umjereni
uvjeti okolisa u kojima ljudi zive tipi¢ni i prosjecni na Zemlji, no u stvarnosti na nasem planetu u
najveéem dijelu vladaju ekstremni uvijeti (Coker, 2019). Cak 90% oceana se nalazi na temperaturi
nizoj od 5 °C (Cavicchioli i sur., 2011), a ako se ukljuce jos i polarna i visinska planinska podrucja,
vrlo hladan okoli§ sa¢injava viSe od tri Cetvrtine Zemlje (Coker, 2019). Diljem planete nalaze se

brojna ekstremna staniSta nezamislivih uvjeta za ¢ovjeka koja pak vrve fascinantnim oblicima

zivota (Slika 2.).
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Slika 2. Prikaz raznolikih ekstremnih okoliSa na Zemlji u kojima se javlja Zivot. (Preuzeto iz Merino i

sur., 2019)



3.1. Temperatura

Termofili su organizmi kojima je optimalna temperatura rasta izmedu 45 °C 180 °C, dok je
za hipertermofile optimalna ¢ak iznad 80 °C. Takvi su uvjeti prisutni u geotermalnim izvorima na
Zemlji, poput najpoznatijeg u nacionalnom parku Yellowstone u SAD-u. U vruéim izvorima
prisutne su velike koli¢ine minerala i reduciranih spojeva koje mikrobi koriste za
kemolitoautotrofnu proizvodnju energije. Osim visoke temperature, takva staniSta najcesce
karakteriziraju i ekstremi pH i saliniteta, kao i prisutnost visoke koncentracije plinova i teskih
metala. Dubokomorske hidrotermalne otvore karakteriziraju vrlo niska koncentracija kisika i
temperature vode iznad 100 °C koja zbog visokog tlaka ostaje u tekucem agregacijskom stanju

(Rothschild i Mancinelli, 2001).

Ekstremno visoke temperature predstavljaju izazov stanici jer uzrokuju denaturaciju
proteina 1 nukleinskih kiselina te povecavaju fluidnost biomembrana §to narusava njihovu vaznu
funkciju semipermeabilnosti. Termofili postizu vecu stabilnost DNA povecanim omjerom GC
parova i pove¢anom koncentracijom monovalentnih i bivalentnih soli poput KCI i MgCl> u stanici,
koje stabiliziraju negativan naboj molekule DNA, §to povisuje temperaturu denaturacije te stiti od
hidrolize i depurinacije (Stetter, 1999). Stabilizacija se postize i DNA-vezuju¢im proteinima te
kompakcijom kromatina uvodenjem pozitivnih superzavoja reverznom girazom, enzimom
prisutnim kod hipertermofilnih prokariota (Jamroze, 2019). Enzimi termofila imaju poviSeni
temperaturni optimum, a termostabilnost proteina postignuta je pove¢anom mrezom vodikovih
veza, van der Waalsovih 1 ionskih interakcija, ve¢om hidrofobnos¢u jezgre proteina i vec¢om
gusto¢om pakiranja (Brininger, 2018). Fluidnost membrane prilagodava se povecanjem razine
zasi¢enih masnih kiselina, a membrane arheja sadrze etersku fosfolipidnu okosnicu koje je znatno

rigidnija od bakterijske i eukariotske (Ulrich, 2009).

Psihrofili su organizmi koji optimalno rastu na temperaturi nizoj od 15 °C, a mogu rasti i
na temperaturi ispod 0 °C. Budu¢i da povecana koncentracija soli snizava lediste i omogucuje zivot
u tekucoj vodi, psihrofili su Cesto ujedno 1 halofili, rastu pri poviSenim koncentracijama soli
(Rampelotto, 2010). Glavni izazovi stanici pri niskim su temperaturama ostecenja stani¢nih
struktura prilikom formiranja kristali¢a leda, znatno smanjenje brzine enzimatskih reakcija, hladna
dentauracija proteina i povecanje rigidnosti membrane. Prilagodbe se postizu pove¢anjem omjera
nezasi¢enih 1 razgranatih masnih kiselina u membrani ¢ime Se povecava njena fluidnost,

strukturnom i funkcionalnom adaptacijom proteina i enzimatske aktivnosti pri niskim



temperaturama, proizvodnjom krioprotektorskih  molekula koje snizavaju temperaturu
kristalizacije vode unutar stanice i sintezom antifriz proteina koji se veZu na mjesta nukleacije

kristala leda, ¢ime sprjec¢avaju njihovo sirenje (Coker, 2019).

Trenutno poznate granice temperaturnih ekstrema na kojima organizam moze prezivjeti
protezu se od -25 °C (Deinococcus geothermalis) (Frosler i sur., 2017) do 130 °C (Geogemma
barossii) (Kashefi i Lovley, 2003). Znanstvenici pak, ponukani dosadasnjim iskustvom pomicanja
granica moguceg, zasad pretpostavljaju da bi teoretski limit zivota bio od -40 °C do 150 °C (Merino
i sur., 2019.)

3.2. pH vrijednost

Unutarstani¢na pH vrijednost vazan je faktor homeostaze koji omogucava stabilnost i
normalni metabolizam. Koncentracija protona utjeCe na strukturu proteina te formira
elektrokemijski gradijent u stanici koji odreduje mnoge vazne procese u stanici, poput sinteze ATP-
a.

Mikroorganizmi se uglavnom prilagodavaju ekstremnim pH vrijednostima okolisa
postizanjem unutarstani¢nog neutralnog pH. Za razliku od drugih nepovoljnih uvjeta (temperature,
radijacije, saliniteta i tlaka), pH vrijednost moze se metabolicki kontrolirati na unutarstani¢noj ili

lokalnoj razini (Merino i sur, 2019).

Acidofili optimalno rastu pri pH ~ 2,0 (Morozkina, 2010), premda su pronadene |
hiperacidofilne vrste koje mogu prezivjeti na pH vrijednosti od -0,06 (Schleper, 1996) Prilagodbe
acidofila uklju¢uju membranu manje propusnu za protone, reduciranu veli¢inu pora membranskih
kanala, aktivno ispumpavanje protona iz stanice, neto-pozitivni unutarstani¢ni naboj, proteine s
vise neutralnih aminokiselina te pretezno manji genom od neutrofila, premda se to¢an razlog tomu

i predstavlja li evolucijsku prednost jos uvijek ne zna (Baker-Austin, 2007).

Alkalofili optimalno rastu pri pH ~ 10,0 (Horikoshi, 1999), a dosad najve¢a pH vrijednost
pri kojoj je pronaden Zivi organizam je 12,5 (Suzuki i sur., 2014). Kao prilagodbu na visoki pH,
alkalofili imaju negativno nabijenu primarnu stani¢nu stijenku i sekundarnu stani¢nu stijenku
gradenu od Kkiselih peptida koji privlaée protone i odbijaju hidroksilne ione. Vrlo niske

koncentracije H* unutar stanice predstavljaju problem za proizvodnju energije preko ATP-sintaze



koju pokrece gradijent protona, stoga se sekundarnim aktivnim transportom Na* ili K*

antiporterima u stanicu unose protoni (Moran-Reyna i Coker, 2014).

3.3. Salinitet

Koncentracija soli u otopini vazan je faktor koji odreduje sastav populacija ekosustavu, a
raspon saliniteta koji podrzava zivot je od 0% do 35% NaCl (Blum i sur., 2009). Osmofilija se
referira na aspekte zivota u okolisu s visokim salinitetom koji se ti¢u osmotskog tlaka, gubitka vode
iz stanice 1 isuSivanja, dok se halofilija referira na potrebu za visokom koncentracijom iona u
otopini. Premda su fizioloski odvojeni fenomeni, u prirodi su uvijek zajedno svojstveni

organizmima koji zive u uvjetima visokog saliniteta (Rothschild i Mancinelli, 2001).

Evoluirala su dva nacina adaptacije na okoli$ visokog saliniteta. Prvi je ,,Salt-in“ pristup, u
kojem citosol stanice ima pribliZno isti visoki salinitet kao 1 okoliS. Visoka ionska jakost citosola
uklanja hidratacijske ljuske s proteina $to uzrokuje agregaciju proteina preko hidrofobnih regija.
Kako bi to izbjegli, proteom ovih halofilnih organizama pretezno sadrzi kisele aminokiseline s
vanjske strane nativno smotanog proteina. Takva ljuska proteina dobro koordinira molekule vode
zbog povoljnih interakcija negativno nabijene karboksilne skupine bo¢nih ogranaka aminokiselina
i pozitivho nabijenog vodika u molekuli vode te je otezano otklanjanje hidratacijske ljuske
(Brininger i sur., 2018). Za prezivljavanje ovim tipom adaptacije potrebne su velike evolucijske

promjene sastava proteina, stoga ti organizmi zZive u okoliSima u kojima nema velikih fluktuacija

saliniteta (Coker, 2019).

U drugom, ,,Salt-out“ na¢inu adaptacije koncentracija soli u citosolu i okoli$u razlikuje se
jer stanica blokira ulazak otopljenih soli. Kako bi se izjednacio osmotski tlak, u stanici se aktivno
sintetiziraju organski osmoliti. Ovaj pristup znatno je energetski zahtjevniji, ali organizmi koji su
se adaptirali na ovaj na¢in mogu rasti u puno veéem rasponu saliniteta, reguliranjem metabolizma

osmolita ovisno o salinitetu okolisa (Oren, 2008).

3.4. Tlak

Organizmi kojima je rast optimalan pri hidrostatskom tlaku znatno ve¢em od atmosferskog
su piezofili. Prisutni su u ekosustavima dubokomorskog dna i dubokoj unutrasnjosti Zemljine kore.

S povecanjem tlaka, slicno kao i kod niskih temperatura, membrana gubi fluidnost i permeabilnost,
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stoga je jedna od adaptacija piezofila uvodenje veceg udjela nezasi¢enih, razgranatih lipida te

zamjena fosfatidiletanolamina fosfatidilkolinom i fosfatidilglicerolom (Jebbar i sur., 2015).

Zbog velikog izazova izvodenja bioloSkih eksperimenata u laboratoriju pri visokom tlaku,
ali 1 uzorkovanja na dubokomorskom dnu, ovo polje jo$ je uvijek slabije istrazeno (Rampelotto,

2010).

Suprotno onima visokog, uvjeti niskog tlaka prisutni su na najvis§im vrhovima planina i u
svemirskom vakuumu. Premda dugo izlaganje vakuumu moze dovesti do stani¢ne smrti izazvane
dehidracijom i denaturacijom DNA, smatra se da niski tlak nije jedini uzrok detrimentalnih
posljedica boravka u vakuumu svemira, ve¢ tomu pridonose 1 niske temperature, isusivanje, UV 1

kozmicko zracenje (DasSarma i DasSarma, 2018).

3.5. Radijacija

Radijacija je energija koja se prenosi u obliku atomskih i subatomskih cestica ili
elektromagnetskog vala (radiovalovi, mikrovalno, infracrveno zra€enje, vidljiva svjetlost, UV,
rendgensko i gama-zracenje). Ionizirajuce zraenje ima dovoljno energije da izmijeni strukturu
kemijskih tvari i zbog toga moze nanijeti direktnu ili indirektnu stetu zivim bi¢ima. Gama-zracenje
spada u ionizirajuca zracenja jer moze direktno oStetiti RNA, proteine, lipide i DNA molekulu, u
koju uvodi dvolan¢ane lomove, ali i interakcijom s makromolekulama te radiolizom vode stvoriti
reaktivne kisikove vrste, koje ¢e prouzrokovati daljnja ostecenja u stanici 1 dovesti do stanicne
smrti (Azzam i sur., 2012). UV zraCenje ne moZe uvesti dvolanc¢ane lomove na DNA, ali ipak na
njoj uzrokuje ostecenja u obliku ciklobutanskih pirimidinskih dimera koji interferiraju s normalnim
procesima replikacije 1 transkripcije te lako dovode do pojave mutacija. UV zracenje je vrlo
vjerojatno bilo jedan od pokretaca evolucija u doba prije nastanka ozonske atmosfere, a najraniji
oblici Zivota morali su imati strategiju prezivljavanja u periodu intenzivnog ioniziraju¢eg i UV
zracenja. Dan danas na Zemlji postoje ekosustavi na mjestima s prirodnim izvorom radijacije
(podzemni okoli§ u kojem se odvija radioaktivni raspad radiogenih izotopa), ali i na ljudskim

djelovanjem radioaktivno kontaminiranim podrué¢jima (Merino i sur., 2019).

Radiorezistentni organizmi moraju imati dobro razvijene mehanizme popravka DNA,

visoki stupanj kondenzacije kromosoma koji smanjuje moguénost difuzije DNA fragmenata nakon



ostecenja i omogucava precizniji popravak, a vazno je i da imaju ekstenzivnu strategiju prevencije

i tolerancije oksidativnog stresa uzrokovanog ROS-ovima (reactive oxygen species).

Organizmi izlozeni UV zracenju sintetiziraju fotoprotektivne pigmente koji ih Stite od
Stetnog djelovanja, a pribjegavaju i duplikaciji gena putem poliploidije koja osigurava dobivanje
funkcionalnog genskog produkta s druge molekule DNA u slu¢aju nul-mutacije na jednoj, ali i
omogucavaju popravak osteéenja. Takoder, kod organizama kontinuirano izlozenih UV -zracenju
evolucijski dolazi do promjene genske kompozicije smanjivanjem broja bipirimidinskih sekvenci

koje su podlozne ostecenjima (Coker, 2019).

4. Deinococcus radiodurans

Deinococcus radiodurans spada u bakterijsku porodicu Deinococcaceae koju karakterizira
izvanredna sposobnost tolerancije letalnih oSte¢enja u DNA izazvanih ioniziraju¢im zraCenjem,
UV-zrafenjem, isuSivanjem i toksi¢nim kemikalijama, sto ih ¢ini poliekstremofilima (Rainey i sur.,
1997). Unato¢ spekulacijama o izvanzemaljskom podrijetlu ove bakterije, na genetskoj razini vrlo
je jasno da je porodica Deinococcaceae zajednickog podrijetla sa svim ostalim organizmima na
Zemlji, filogenetski srodna radiorezistentnim bakterijama roda Deinobacter i termofilnim
bakterijama roda Thermus (Battista, 1997). Siroko su rasprostranjene te izolirane iz vrlo razli¢itih
okolisa, od Antarktike do pustinja, vru¢ih izvora, zivotinjskih fecesa i prehrambenog mesa (Blasiusi
sur., 2008).

Najistrazivaniji pripadnik ove porodice je bakterija Deinococcus radiodurans, prvi put
izolirana iz konzerve mesa prethodno izlozene gama zracenju od 4000 Graya (Gy). Cilj je bio
sterilizirati konzervu jer se mislilo da nijedan mikroorganizam ne moze prezivjeti toliku dozu
zracenja, stoga je bilo veliko iznenadenje kada se meso iz konzerve pokvarilo (Anderson i sur.,
1956). Kasnije se otkrilo da ne samo da moZe kontinuirano rasti u prisutnosti kroni¢nog zracenja
od 60 Graya/h, ve¢ je sposobna i preZivjeti akutna izlaganja zracenju od 15 000 Graya (Makarova
i sur., 2001). Zbog ovakve iznimne moguénosti preZivljavanja nepovoljnih uvjeta, D. radiodurans

svrstana je u Guinnessovu knjigu rekorda kao najotpornija bakterija na svijetu. Sama etimologija



imena ove bakterije sugerira njene sposobnosti- u doslovnom prijevodu s gré¢kog bi bila ,,¢udesna

bobica koja prezivljava zracenje*.

Fizioloska podloga iznimno efikasne radiotolerancije jo$ uvijek nije u potpunosti
razjasnjena, ali pretpostavka je da se radi o kombinaciji metoda pasivne zastite genoma, razli¢itih

nacina popravaka DNA molekule i zastite proteina od oksidativnog ostecenja.

D. radiodurans vrlo je privla¢na znanstvenicima zbog otkrivanja raspona metoda popravka
DNA, mogu¢nosti primjene u bioremedijaciji 1 rjeSavanja problema nuklearnog otpada, ali i kao

zanimljivi modelni organizam u astrobiologiji.

4.1. Opce karakteristike

Deinococcus radiodurans aerobna je, kemoorganotrofna, nesporuliraju¢a i nepatogena
bakterija promjera 1,5-3,5 um. Stanice formiraju tetrade (Slika 3) i vrijeme udvostru¢ivanja je
izmedu 1,513 h. Lako se uzgaja u kulturi, pri 30 °C na hranjivoj podlozi, a kolonije su konveksne,
glatke povrsine, roze do narancaste boje. Premda je pozitivna na bojanje po Gramu, stani¢ni omotac
vise podsje¢a na one Gram-negativnih bakterija i sastoji se od 6 slojeva s vrlo unikatnim sastavom

lipida u vanjskoj i unutrasnjoj membrani (Makarova i sur., 2001).

2 um

Slika 3. Tetrada Deinococcus radioduransa u stacionarnoj fazi pod epifluorescentnim mikroskopom.
(Preuzeto iz Cox i Battista, 2005).
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Genom D.radiodurans poliploidan je i svaka stanica u stacionarnoj fazi sadrzi barem 4
kopije. Konkretno, soj R1 ima genom koji se sastoji od jednog megaplazmida, jednog malog
plazmida te 2 kromosoma, DR_Main od 2,65 Mpb i DR412 od 412 kpb, a oba su kovalentno
zatvorene cirkularne molekule. Sastav baznih parova karakterizira visoki udio GC, u rasponu 65-
71% (White isur., 1999).

4.2. Radiorezistencija

Deinococcus radiodurans sposobna je bez gubitka vijabilnosti biti izloZena dozi zraenja
0d 5000 Gy, koja procijenjeno uvodi oko 200 dvolan¢anih lomova u DNA po haploidnom genomu
(Cox i Battista, 2005). Za usporedbu, dovoljno je samo nekoliko dvolan¢anih lomova da usmrte
stanicu E.coli (Krasin i Hutchinson, 1977).

Evoluciju rezistencije na tako visoke doze zraCenja samu po sebi teSko je objasniti jer na
Zemlji nema prirodnih izvora zracenja koji bi mogli rezultirati izlaganjima ve¢im od 400mGy
godiSnje. Ipak, pronadene su vrste koje imaju sposobnost prezivijeti znatno vece doze radijacije sto
ukazuje na to da su osteCenja uzrokovana jakim gama-zraenjem vrlo sli¢na oStecenjima
uzrokovanim nekim drugim okoli$nim stresorima na koje su se organizmi adaptirali. Primjerice,
dehidracija i isusivanje stanice uvodi veliki broj dvolanc¢anih lomova na DNA kod D. radiodurans
i kod Chroococcidiopsis cijanobakterija, a oboje pokazuju visoki stupanj radiorezistencije, $to
moze znaciti da je radiorezistencija samo posljedica razvijenog mehanizma rezistencije na
isusivanje (Cox i Battista, 2005).

Radiorezistentne vrste sporadicno se javljaju u razli¢itim nesrodnim bakterijskim
porodicama (Slika 4), Sto moZe znaciti dvije stvari: ili da su se sloZeni mehanizmi popravka DNA
javili kod ancestralnih vrsta (predaka) i zadrzali kod bakterija kojima je bio potreban taj fenotip
(podlozni oste¢enju DNA), dok su ih ostale bakterijske vrste izgubile, ili da je sposobnost
radiorezistencije na razliCite naCine konvergentno evoluirala. Druga teorija je vjerojatnija jer
pojava rezistencije kod dijela bakterija ukljucuje manji broj nezavisnih evolucijskih dogadaja od

gubitka rezistencije kod svih ancestralnih vrsta koji je danas nemaju (Cox i Battista, 2005).
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Slika 4. Filogenija linija bakterijske domene dobivena sekvenciranjem 16s rRNA gena. Crvene grane

predstavljaju vrste rezistentne na ionizirajuce zracenje. (Preuzeto iz Cox i Battista, 2005).

Obrana od radijacije kod D. radiodurans ne ostvaruje se preveniranjem oSteCenja DNA.
Pokazano je da, kad su kulture E. coli i D. radiodurans u istim uvjetima izloZzene zracenju, nema
razlike u stopi pojavljivanja dvolan¢anih lomova (Daly 1 sur., 2004). No, kada se usporedi broj
dvolan¢anih lomova kod E. coli i D. radiodurans pri D37 (doza radijacije pri kojoj prezivljava 37%

populacije), D. radiodurans ih ima 30ak puta vise (Krasin i sur, 1977; Burel i sur. 1971).

Pasivni nacini tolerancije oste¢enja u DNA prisutni su u stanici bez obzira dogodilo se ostecenje
ili ne te sluze kao predadaptacija na stresnu okolinu prije nego se aktivira enzimatski sustav koji ¢e

popraviti oste¢enja.

a) Brojkopija genoma

Veci broj kopija genoma povecava Sansu prezivljavanja radijacije jer se smanjuje Vjerojatnost
inaktivacije esencijalnog gena. Primjerice, uvodenjem 100 nasumi¢nih lezija u genom D.

radiodurans koji sadrzi otprilike 2,897 gena, vjerojatnost inaktivacije nekog specificnog gena je
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3,4%. Vjerojatnost inaktivacije tog istog gena u svim kopijama smanjena je na 0,12% kada su

prisutne dvije, a 0,004% kada su prisutne tri kopije genoma (Cox i Battista, 2005).

Visak genetske informacije takoder sluzi kao predlozak prilikom popravka ostecenja na jednoj
molekuli DNA. Broj kopija genoma D. radiodurans uvijek je iznad 4, ali nema razlike u
radiorezistenciji stanica kada se broj kopija poveca na 10 (Harsojo i sur., 1981). Medutim, brojne
druge bakterije poput E. coli i Azotobacter vinelandii su radiosenzitivne iako imaju redundanciju
genetskog materijala, stoga ovo svojstvo sigurno nije dovoljno, ali je nuZno za otpornost na

oStecenja uzrokovana zra¢enjem (Cox i Battista, 2005).

b) Organizacija nukleoida

Kromosom D. radioduransa gusto je pakirana molekula prstenastog oblika koja ostaje
nepromijenjene strukture prilikom zracenja. Predlozeno je da ovakva struktura minimalizira
difuziju fragmenata odlomljenih dvolan¢anim oStecenjem, S$to olakSava preciznost popravka i

zadrZavanje to¢ne linearne strukture genoma (Levin-Zaidman i sur., 2003).

c¢) Visoka koncentracija Mn?*

Stanica D. radioduransa prirodno sadrzi visoku koncentraciju mangana. Demonstrirano je da
deprivacijom Mn?* razina osteéenja radijacijom ostaje ista, ali znacajno se smanjuje stopa
tolerancije zracenja (Daly i sur., 2004). Najvece oSte¢enje na DNA 1 proteinima nakon izlaganja
radijaciji uzrokovano je ROS-ovima, a mangan ima sposobnost vezanja tih molekula i zaustavljanja
njihovog razornog djelovanja (Ghosal i sur., 2005). Premda spada u pasivne nacine zaStite, Smatra
se jednim od klju¢nih alata prezivljavanja radijacije. OSteenje proteina ROS-ovima progresivno
dovodi do stani¢ne smrti, a bez funkcionalnog proteoma nije moguca ni aktivnost masinerije za
popravak DNA, stoga se ovakva neenzimatska obrana smatra primarnom u borbi s posljedicama
zra¢enja (Krisko i Radman, 2010).

Takoder, multivalentni kationi poput Mn?* pripomazu kondenzaciji molekule DNA zbog
stabilizacije negativno nabijene fosfatne okosnice, pa na taj nacin potencijalno predstavljaju

prednost pri popravku, kako je opisano u prethodnom paragrafu.
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d) Regulacija replikacije prilikom zracenja

Prilikom izlaganja stanice D.radiodurans radijaciji i ostecenju DNA, dolazi do niza fizioloskih
procesa koji ukljucuju i zaustavljanje ciklusa replikacije DNA. Kod subletalnih doza zracenja,
pauza replikacije bit ¢e duza od vremena potrebnog za popravak svih oste¢enja na DNA (Moseley
i sur., 1975).

e) Enzimatski popravak DNA

U konacnici, sva nastala osSte¢enja moraju se popraviti specijaliziranom enzimatskom
masinerijom. Geni koji kodiraju proteine vazne za popravak otkriveni su gubitkom ili smanjenjem
rezistencije na zracenje prilikom njihove inaktivacije, ali 1 dalje nisu poznate to¢ne funkcije 1
mehanizmi djelovanja svih tih gena. Popravci dvolancanih lomova neovisni 0 RecA proteinu su
SSA (single-strand annealing) i NHEJ (non-homologous end joining) za koje nije vazno prisustvo
homolognog slijeda, ve¢ direktno ligiraju DNA krajeve u regijama mikrohomolgije. Ovi tipovi
popravka skloni su pogreSkama, premda je visokokondenzirani nukleoid potencijalno jedna od

adaptacija koja osigurava vecu preciznost (Cox i Battista, 2005).

DdrA protein pokazao se vazan u zastiti krajeva oStecene DNA, vezajuci se za njih kako bi
sprijecio degradaciju nukleazama. Poznato je da je klju¢an kod popravka genoma nakon isusivanja
stanice u uvjetima s manjkom nutrijenata. Popravak DNA iziskuje velike koli¢ine metabolicke
energije koje u takvim uvjetima stanici nedostaje, stoga DdrA protein §titi krajeve DNA od
razgradnje sve dok se stanica ne nade u povoljnijoj sredini. Analogno tome, pokazano je da
delecijom ddrA gena u uvjetima rasta D.radiodurans u bogatom mediju dolazi do malog povecéanja
osjetljivosti na radijaciju, dok je kod bakterija koje su izgladnjivane, smrtnost nakon zrac¢enja 100

puta vec¢a nego kod divljeg tipa (Harris i sur., 2004).

Rekombinacijski popravak DNA voden je prepoznavanjem preklapaju¢ih homolognih
sekvenci na istoj molekuli DNA ili na redundantnim kopijama gena, $to omoguéuje znatno
precizniji popravak od nerekombinacijskog. Rekombinaza RecA vazan je protein u tom procesu:
formira DNA filamente, hidrolizira ATP i dATP te vodi izmjenu DNA lanaca i formiranje
rekombinacijske petlje. Zanimljivo je da je ova rekombinaza kod D.radioduransa vrlo specifi¢na

jer se, obrnuto od RecA kod drugih vrsta, prvo veze za dvolancane krajeve u DNA i zatim napada
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jednolanc¢ani homolognislijed (Kim i Cox, 2002). Takav inverzni mehanizam vjerojatno je u sluzbi
popravka dvolan¢anih lomova koji su najceséi tip osteéenja DNA kod D.radioduransa, premda

ovaj fenomen i dalje nije potpuno objasnjen.

Tesko je odrediti koji je od navedenih mehanizama popravka i obrane najvazniji u
rezistenciji protiv ioniziraju¢eg zracenja kod D.radiodurans. Vjerojatno je u pitanju kombinacija
koordiniranih pasivnih i aktivnih mehanizama obrane evolucijski razvijenih u svrhu prezivljavanja
okolisnih stresora kao sto je isusivanje. Klasi¢ni putevi popravka DNA svojstveni prokariotima, uz
dodatna specijalizira svojstva, potpomognuti karakteristicnom gradom genoma u konacnici

rezultiraju radiorezistencijom.

5. Biotehnoloske implikacije ekstremofila

Ekstremofili i njihove izvanredne sposobnosti inspiracija su za pronalazak novih alata u
borbi protiv modernih problema ili pronalazak modernih rjeSenja za drevne probleme. Mnoge
industrijski vazne kemijske reakcije mogu se kvalitativno i ekonomski optimizirati provodenjem u

ekstremima temperature, pH, tlaka i saliniteta (Coker, 2016).

DNA polimeraze izolirane iz termofilnih bakterija Thermus aquaticus, Pyrococcus furiosus
i Thermococcus litoralis revolucionarizirale su laborotorijska istrazivanja, omogucivsi
automatiziranu verziju PCR reakcije, bez koje bi danas tesko bilo zamisliti ne samo provodenje
znanstvenog eksperimenta, ve¢ i klini¢ku i forenzicku dijagnostiku (Coker, 2016). Osim
polimeraza, drugi ekstremozimi (enzimi ekstremofila) zbog svoje otpornosti imaju potencijal
Siroke primjene u industriji, od koristenja lipaza i1 proteaza u detergentima, prerade prehrambenih
proizvoda do biorudarenja. Ekstremozimi takoder mogu posluziti kao izvor inspiracije za

strukturne modifikacije enzima mezofila za njihovu optimizaciju (Rothschild i Mancinelli, 2001).

Proizvodnja biogoriva ¢esto ukljucuje uvjete ekstremnih pH vrijednosti, visoke temperature,
stoga su ekstremofili idealni kandidati za zamjenu mezofila koji se tradicionalno Kkoriste prilikom
proizvodnje. Neki ekstremofili stvaraju polihidroksialkanoate (PHA), heterogenu grupu poliestera

od koje se moze proizvesti bioplastika (DasSarma i sur, 2010).
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Nekolicina se ekstremofilnih vrsta testirala i pokazala uspjeSnom u bioremedijaciji okolisa,
metaboliziranjem i detoksikacijom onecis¢enja teskim metalima, radioaktivnim izotopima, naftom

i poliklorbifenilima (Orellana i sur., 2018).

UV-rezistentni organizmi zanimljivi su za proucavanje zbog pronalaska formule molekula

sa za$titnim faktorom protiv stetnog zracenja za primjenu U kremama za suncanje.

Dulaniella salina halofilna je zelena alga koja se koristi za komercijalnu proizvodnju -
karotena koji ona stvara u svrhu zastite od sunevog zraenja, ali 1 glicerola, koji sintetizira kao
osmolit kojim balansira izvanjski osmotski tlak. Zbog bogatstva antioksidansa, susena Dulaniella
se prodaje kao dodatak prehrani. Antifriz proteini psihrofila zanimljivi su za primjenu kao
potencijalni krioprotektanti u zamrzivanju organa (Rothschild i Mancinelli, 2001).
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6. Zakljucak

Premda na Zemlji trenutno postoje uvjetna ograni¢enja mogucéeg zivota, konstantno nailaze
na izuzetke i vrlo je vjerojatno da pravi limit, ako uopce postoji, joS uvijek nije otkriven. Unato¢
napretku, jo§ smo uvijek u pocetcima razumijevanja i karakterizacije organizama koji zive u
ekstremnom okolisu. Veliki dio biosfere podmorja i podzemlja je nepoznat, a tek se neznatni dio

mikroorganizama uspjesno Kultivirao i opisao.

Proucavanjem ekstremofila dobivamo uvid u limite Zivota na Zemlji, ali i u svemiru. lako
ocekivani Zivot drugdje u svemiru ne mora biti sli¢an ovome na Zemlji, zakoni fizike i1 kemije
sugeriraju osnovne potrebe Zivota: povoljne gradivne molekule, izvor energije i tekuce otapalo.
Planovi o kolonizaciji nastanjivih planeta moraju imati podlogu znanja o rezistenciji na visestruke
nepovoljne uvjete kojima bi Zivot u svemiru bio izloZen. IstraZzivanja u budu¢nosti moraju se

fokusirati na poliekstremofile kao prave modelne organizme u astrobiologiji.

Komercijalni potencijal ekstremofila tek je prepoznat i u buducnosti se o¢ekuje Siroka

primjena njihovih metaboli¢kih produkata i enzima u industriji i medicini.
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8. Zivotopis
Rodena sam 5. prosinca 2000. godine u Splitu u Republici Hrvatskoj. Nakon zavrsetka
osnovnoskolskog obrazovanja 2015. godine upisujem Prirodoslovno-matematicku gimnaziju u
Splitu. Srednju skolu zavrSavam 2019. godine i zapocCinjem preddiplomski studij Molekularne
biologije na Bioloskom odsjeku Prirodoslovno-matematickog fakulteta u Zagrebu na kojem

zavr§avam trecu godinu.
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