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NEKI EFEKTIT-2 TOKSINA NA rec MUTANTE Escherichia coli

SONJA DULETid

Institut za botanilai Bioloskog fakulteta PMF, Beograd

Apstrakt. Efekat T-2 toksina na DNK bakterija je ispitivan koriSdenjem divljeg
tipa E. coli i razliditih mutanata defcktnih u rekombinaeiji i postrcplikativnoj reparaeiji
(rec sojevi). ToksiCnost T-2 toksina je testirana delovanjem razliditih doza na prczivlja-
vanje bakterija. Osim toga, poSto je poznato da agensi koji osteduju DNK dovode do
SOS odgovora, ispitivan je i potencijal T-2 toksina za indukeiju SOS funkeija kod rec+
i recF sojeva, Sto je pradeno preko jedne od SOS funkeija - dclijske filamentaeije.

Prema dobijenim rczultatima se moze zapaziti da T-2 toksin u ispitivanim kon-
centracijama dovodi do malog broja prekida u DNK ili da se oni brzo repariraju.

1. U V O D

Zbog sve vedeg zagadivanja zivotne sredine hemijskim i fizidkim agensima,
medu kojima su i mikotoksini znadajni prirodni polutanti, (a za neke od njih je
saopSteno da su mutageni i kancerogeni), razvijeni su brojni testovi za brzu detek-
ciju mutagenih agenasa. U ovim testovima desto se primenjuju razliditi mikroor-
ganizmi koji su zbog svojih osobina —malih dimenzija, brzog rasta, haploidnog
genoma, veoma pogodni za proveru mutagenosti i potencijalne kancerogenosti he-
mijskih jedinjenja. Testovi se zasnivaju na promenama genotipa i otkrivanju muta­
nata koji nastaju posle delovanja hemijskih agenasa, pri demu su bakterijski soje­
vi kojima nedostaju mehanizmi reparaeije DNK mnogo osetljiviji od normalnih
sojeva.

U literaturi se mogu nadi podaci da su za detekeiju aktivnosti mikotoksina
(medu njima i T-2 toksina), osim kultura sisarskih delija i sisarskih organizama
(Bamburg i Strong, 1971; Schoental i Joffe 1974; Ueno, 1984;
Anderson i sar., 1989), koriSdeni i neki mikroorganizmi - S. typhunurium (Ue­
no i sar., 1978); B. subtilis (Ueno i Kubota, 1976) i druge bakterije (Bur­
meister i Hesseltine, 1970). Tako je, npr., medu brzim testovima za odre- 
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divanje toksidnosti i mutagenosti razliditih agenasa, korisden Rec test sa B. subtilis
za detekciju mikotoksina (Ueno i Kubota, 1976).

Tokom ovog rada vrifena su ispitivanja dejstva T-2 toksina na preZivljavanje
odabranih rec mutanata E. coli i njegov potencijal za indukciju SOS funkcija, Sto je
pradeno preko delijske filamentacije.

2. MATER UAL I METODE

2.1. BAKTERUSKI SOJEVI

U eksperimentalnom radu su koriSdeni sojevi bakterije Escherichia coli K12
navedeni u Tabeli 1.

Tab al a 1. BAKTERUSKI SOJEVI

Soj Genolip Porcklo
AB1157 F ’ thi-1 his-4 proA2 argE.3

thr-1 leuBG ar a-14 lacYl
ga!K2 xyl-5 mtl-1 rpsL31
sitpEA4 tsx-33

K B. Low

AB2470 kao AB1157 ali r<?cB21 K B. Low
DL130 kao AB1157 ali rccC22 A Taylor
DL131 Imo AB1157 ali recF143 A Taylor
DL132 Imo AB1157 ali n?cB21n?cF143 A Taylor
SP254 Imo AB1157 ali recN262 M. Radman
AB2463 Imo AB1157 ali recA13 IC B. Low

2.2. HRANUIVE PODLOGE

2.2.1. Medijum za odrzavanje bakterija

Za odrzavanje bakterijskih sojeva koriSden je: LA-Luria agar, koji na 1000
ml destilovane vode sadrzi: 5 g NaCl, 5 g ekstrakta kvasca, 10 g kazein hidrolizata
i 15 g agara.

2.2.2. Medijumi za testiranje dejstva T-2 toksina na bakterijske sojeve
Za rast bakterija koriSden je:

- LB-Luria broth, bogati medijum koji na 1000 ml destilovane vode sadrzi: 5
g NaCl, 5 g ekstrakta kvasca i 10 g kazein hidrolizata i

- LA-Luria agar.

Za odredivanje titra bakterija razblazenja su pravljena u MgSO4 10'2M.
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2.3. BOJENJE BAKTERUSKIH PREP ARATA

Za bojenje preparata je koriSdena bazna boja metilensko plavo. Priprema:
0,3 g metilenskog plavog se rastvora u 30 ml etanola i rastvoru se dodaje 100 ml
destilovane vode.

2.4. STANDARD T-2 TOKSINA

U toku ovih istrazivanja dejstva T-2 toksina na bakterije koriSden je standard
T-2 toksina iz Fusarium sp., dija je anhidrovana molekulska tezina 466,5 (SIGMA
I SERVA), pri demu su razblazenja pravljena u apsolutnom etanolu.

2.5. ISPITIVANJE DEJSTVA T-2 TOKSINA NA BAKTERUSKE SOJEVE

2.5.1. Tretiranje T-2 toksinom za odredivanje preZivljavanja

Prekonodnc kulture bakterija su razblazene i inkubirane na 37°C uz aeraciju
(180 o/min). U logaritamske kulture bakterija (O.D.610=0,2-0,25) dodavan je T-2
toksin finalne koncentracije 0, 25, 50, 100 i 200 /*g/ml. Inkubacija je vrSena 10
odnosno 40 minuta na 37°C uz aeraciju, posle cega je odredivan titar bakterija
pravljenjem razblazenja u MgSCM 10’2M i zasejavano na LA podlogu po 0,1 ml
odgovarajudih razblazenja. Zatim su bakterije inkubirane preko nodi na 37°C. Po-
tom je izvrSeno prebrojavanje izraslih kolonija i titar bakterija odredivan:

srednja vrijednost x 10
razblazenje

2.5.2. Merenje filamentoznog rasta

Poslje dodavanja odredenih koncentracija T-2 toksina u logaritamske kul­
ture, bakterije su inkubirane na 37°C uz aeraciju (180 o/min). U odredenim vre-
menskim intervalima su uzimani uzorci, prenoSeni na mikroskopske plodice, fik-
sirani i bojeni metilenskim plavim. Posmatranje i merenje bakterijskih delija (naj-
manje 100 delija u uzorku) je vrSeno pomodu "Amplival" optidkog mikroskopa pri
uvedanju od 400x.

3. REZULTATII DISKUSUA

Iz literature je poznato da T-2 toksin osteduje DNK (Ueno, 1977; Ag-
relo i Schoental, 1980; Lafarge-Frayssinet, 1981; Kiessling
1986), pa smo koriSdenjem divljeg tipa E. coli K12 i razliditih mutanata defektnih u
rekombinaciji i postreplikativnoj reparaciji (rec sojevi) poku&ili da detaljnije ispi-
tamo efekat ovog mikotoksina na DNK Testirali smo toksidnost T-2 toksina ispiti- 
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vanjem delovanja razliditih doza na prezivljavanje bakterija, kao i tip oStedenja na
DNK molekulu. Ukoliko bi T-2 toksin dovodio do prekida u molekulu DNK, ode-
kivali bismo da rekombinacija bude ukljudcna u reparaciju nakon delovanja tok-
sina. Poredenjem prczivljavanja mutanata sa razliditim defektima u rekombina-
cionoj reparaciji jednolandanih ili dvolandanih prekida pokuskdi smo da blize odre-
dimo da li T-2 toksin prvenstveno dovodi do jedno - ili dvolandanih prekida DNK.
Osim toga, poSto je poznato da agensi koji oSteduju DNK dovodc do SOS odgovora
(Waiker, 1985) ispitivali smo i potencijal T-2 toksina za indukciju jedne od SOS
funkcija - delijske filamentacije, koju smo koristili kao meru nivoa SOS indukcije.

Na osnovu studija konjugacione rekombinacije kod E. coli, nadeno je da
postoje tri alternativna puta rekombinacije i postreplikativne reparacije: Rec-
BC(D)-zavisan, RecF-zavisan i RecE-zavisan put (Clark, 1974; Wang i
Smith, 1984), pri demu sva tri puta zahtevaju prisustvo funkcionalnog RecA
proteina, koji je produkt recA gena. Ovaj protein je neophodan za homolognu
rekombinaciju kod E. coli, a uz to reguliSe i indukciju SOS odgovora (Armen-
god, 1982; Walker, 1985). RecBC(D) put je konstitutivan i kod divljeg soja se
99% rekombinacije odvija RecBC(D) putem (Clark, 1973). recB, recC i recD geni
kodiraju subjedinice enzima egzonuldeaze V (RecBCD enzima).

RecB i recC mutanti su nevarijabilni, defektni u rekombinaciji i osetljivi na
agense koji oSteduju DNK (Clark, 1973).

U odsustvu Exo V (kod recB, recC mutanata) dodatne mutacije u sbcB i
sbcA genima mogu dovesli do uspostavljanja rekombinacije aktiviranjem RecF,
odn. RecE puteva rekombinacije (Clark, 1974; Walker, 1985). Za funkcio-
nisanje RecF puta su, osim produkta recA gena, neophodni i produkti recF, recN,
recJ, ruv, recC, recC, i mwD (recL) gena (W a 1 k e r, 1984; Smith, 1988). Poje-
dinadne mutacije u genima RecF puta imaju malog efekta na konjugacionu rekom­
binaciju u recBC~' sojevima, ali mutanti pokazuju razliditu osetljivost na agense
koji oSteduju DNK. Tako su npr. recF mutanti osetljivi na agense koji oSteduju
DNK i defektni u rekombinaciji plazmida i A fag-profag rekombinaciji (Armen -
god, 1981). RecN mutanti su osetljivi na mitomicin C i jonizujude zradenje, dok
je osetljivost na UV-zradenje neznatno povedana u odnosu na divlji soj (Pick-
sley i sar., 1984). Razlidita osetljivost mutanata u genima koji pripadaju RecF
putu je posledica njihovog razliditog udela u reparaciji pojedinih tipova lezija na
DNK. Prema tome, pretpostavlja se da je glavna uloga RecF puta u reparaciji
DNK. Vedina gena ovog puta je pod SOS regulacijom, pa se put aktivira pri oSte-
denjima DNK, u toku indukcije SOS odgovora. Studiranjem efekata UV-zradenja
na razlidite rec mutante E. coli nadeno je da je RecBC put potreban u reparaciji
dvolandanih prekida na DNK (koji nastaju od nerepariranih jednolandanih preki­
da), a da je RecF put uglavnom odgovoran za popunjavanje jednolandanih prekida
u novosintetisanoj DNK.

3.1. EFEKAT T-2 TOKSINA NA PREZIVLJAVANJE rec MUTANATA

U toku ovog rada je ispitivan efekat T-2 toksina (koncentracija 0-100 /fg/ml)
na prezivljavanje izogenih sojeva E. coli koji poseduju mutacije u razliditim rec 
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genima i pokazuju razliditu efikasnost reombinacionih puteva u reparaciji induko-
vanih DNK oStedenja.

Rezultati dobijeni ispitivanjem prezivljavanja rec mutanata posle tretiranja
rastudim koncentracijama T-2 toksina u trajanju od deset minuta su prikazani na
si. 1. Zapaza se da se sa povedanjem koncentracije T-2 toksina smanjuje preSivlja-
vanje svih ispitivanih bakterijskih sojeva. Svi rec sojevi pokazuju neSto slabije pre-
Zivljavanje od rec+ soja. RecA mutant, defektan u homologoj rekombinaciji, post-
replikativnoj i SOS-inducibilnoj reparaciji pokazuje povedanu osetljivost u odnosu
na sve ispitivane sojeve, mada se ne zapaza velika razlika u preZivljavanju izmedu
recA soja i divljeg soja, dok ostali rec mutanti pokazuju intermedijerno prezivlja-
vanje u odnosu na njih. Koncentracija T-2 toksina od 50 ^g/ml nema znadajniji
toksidni efekat na ispitivane bakterijske sojeve, ved se tek sa koncentracijom od 100
/zg/ml smanjuje njihovo prezivljavanje. Ovakva priroda krive, gde se zapaza manja
osetljivost bakterijskih celija do koncentracije od 50/4g/ml, moze ukazivati na to da
su oitedene druge komponente u deliji koje pri tretiranju vedim dozama T-2 tok­
sina povedavaju osetljivost delija.

Da bi se bolje ispoljio efekat T-2 toksina, uzimani su uzorci nakon tretiranja
u trajanju od 40 min, a rezultati su prikazani na si. 2. Posle produ£enog delovanja
T-2 toksina, prezivljavanje svih ispitivanih sojeva se smanjuje, a najvedu osetljivost
pokazuju rec A i recBrecF sojevi, defektni u homologoj rekombinaciji i postreplika-
tivnoj reparaciji. Kod svih sojeva se zapaza, kao i kod 10-minutnog tretiranja, blago
opadanje pre2ivljavanja do koncentracije od 50 /*g/ml i naglo opadanje do kon­
centracije od 100 /zg/ml.

Prezivljavanje rec mutanata posle delovanja T-2 toksina koncentracije od
100 /zg/ml je sumirano na si. 3. Medu sojevima koji pokazuju intermedijernu os-
jetljivost na T-2 toksin najosjetljiviji je recF mutant, koji je defektan u reparaciji
DSG (daughter strand gaps). Ncsto manje osetljivi od recF soja su recB i recC
sojevi, koji su defektni u konstitutivnoj reparaciji dvolancanih prekida DNK i veo-
ma osetljivi na bleomicin i UV-zradenje (S i m i 6 i sar., 1990), kao i recN soj,
defektan u SOS inducibilnoj reparaciji dvolandanih prekida. PoSto u literaturi pos-
toje podaci da T-2 toksin izaziva jednolandane prelude DNK (Laffarge-Fray-
ssinet i sar., 1981), mozda se neSto povedana osetljivost sojeva koji nose recF
mutaeiju moze objasniti njihovim defektom u reparaciji jednolandanih prekida. U
eksperimentima sa eukariotskim organizmima dobijena su ozbiljna oStedenja DNK
(jednolandani prekidi) limfoidnih organa pacova, i to posle kratkog izlaganja dejs-
tvu T-2 toksina, dok na hepatidnoj DNK nisu konstatovana oStedenja (Laffar-
ge-Frayssinet i sar., 1981). Schoen tai iJoffe (1974) su takode, pri in-
dukovanju lezija kod Rodentia, dobili najveda oStedenja DNK u limfoidnim tkivi-
ma, kao i u pludima i digestivnom traktu.

Prema preZivljavanju ispitivanih sojeva, vjerovatno da rekombinaeija nije
znadajna kao mehanizam reparaeije nakon delovanja T-2 toksina. Moze se pretpos-
taviti da formiranje prekida u molekulu DNK nije primarni mehanizam delovanja
ovog toksina ili da se oni posle formiranja brzo repariraju, pa nisu mogli da se
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SI. 1. Kriva prcZivljavanja rec cojeva tretiranih T-2 toksinom u trajanju od 10 min

SI. 2. Kriva prcZivljavanja rec sojeva tretiranih T-2 toksinom u trajanju od 40 min
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zapaze kroz smanjenje prezivljavanja. Mogude je da se prekidi brzo repariraju na
neki drugi nadin (rcparativnom resintezom), pa se ne indukuje reparacije rekom-
binacijom. Mogude je da T-2 toksin nema direktno dejstvo na molekul DNK, ili da
inhibicijom sinteze proteina inhibira i sintezu enzima koji ucestvuju u reparaciji, pa
oStcdenja ne mogu da se repariraju, pri cemu bi trebalo ispitati molekularni meha-
nizam njegovog dejstva.

3.2. CELUSKA FILAMENTACUA INDUKOVANA T-2 TOKSINOM U rec SOJEVIMA

U naSim ekspcrimentima smo odredivali potencijal T-2 toksina za indukciju
SOS funkcija kod rec+ i recF sojeva, Sto je pradeno preko jedne od SOS funkcija -
delijske filamentacije.

FizioloSki odgovori koji se javljaju u deliji posle delovanja razliditih agenasa
koji oSteduju DNK ili zaustavljaju replikaciju DNK, formiranjem SOS signala do-
vode do indukcije SOS funkcija, medu kojima je i delijska filamcntacija.

SOS regulacioni sistem je kontrolisan produktima rec A i lexA gena, i u ne-
indukovanoj deliji LcxA protein djeluje kao represor velikog broja gena, uklju-
cujudi i sopstveni i rec A gen. LexA protein u neindukovanoj deliji odrzava sintezu
RecA proteina na niskom nivou. Kada dode do oStedenja DNK, formira se SOS
indukujudi signal koji aktivira bazalnu kolidinu RecA proteina. Aktivirani RecA
protein razlaze LexA represor, sto dovodi do povedane sinteze RecA proteina i
drugih genskih produkata (W a 1 k c r, 1985). Posle reparacije oStedenja na DNK,
nestaje SOS indukujudi signal i nagomilava se LexA represor koji se vezuje za SOS
gene, dime se delija vrada u neindukovano stanje (Walker, 1985).

Jedan od gena koji je pod kontrolom LexA represora je s/zA (szz/A) gen, diji
je produkt odgovoran za inhibieiju delijske dcobe pri cemu se kao posljedica javlja
filamentozni rastbakterijskih delija (Huisman i D’Ari, 1983).

Na slici 4 su prikazani rezultati ovih eksperimenata. Zapaza se vede izdu-
zivanje delija kod recF soja u odnosu na divlji tip na svim koncentracijama, mada je
procenat filamenata mali u poredenju sa procentom izduzivanja delija pri delova-
nju nekih potentnih SOS-indukujudih agenasa, kao sto je npr. bleomicin (Kne-
Zevid-Vuk devid i sar., 1987). Sa povedanjem koncentracije T-2 toksina kon-
statovan je porast duzine filamenata kod oba soja, tako da je najvedi procenat
filamenata naden na koncentraciji T-2 toksina od 100 /eg/ml. Auffray i
Boutibonnes (1986) su tokom ispitivanja genotoksidnosti nekih mikotoksina
koristedi E. coli u SOS spot testu naSli da je T-2 toksin negativan kao SOS-in-
dukujudi agens i da je jedini detektovani efekat bio toksidni, Sto se manifestovalo
odsustvom rasta oko filtera sa T-2 toksinom.

U e n o i sar. (1978) su u Ames-ovom testu sa S. typhimurium konstatovali da
T-2 toksin ne pokazuje mutagenost.

SOS-indukcija dobijena u naSim eksperimentima nije znadajna, Sto ponovo
navodi na pretpostavku da T-2 toksin nije izazvao brojna oStcdenja u DNK ili da su
se ta oStedenja brzo reparirala, pa nisu indukovala SOS-odgovor.

AKADEMUA NAUKAI UMJETN'OSTi EOSNEIHERCEGOV1NE 65



SI. 3. Kriva preiivljavanja rec sojcva trctiranih T-2 toksinom koncenlracijc 100 ^wg/ml

SI. 4. Celijska filamentacija indukovana T-2 toksinom
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4. zakljuCak

Testiranjem efekta T-2 toksina na prezivljavanje rec mutanata i ispitivanjem
njegove sposobnosti da indukuje SOS-odgovor dobijene su indikacije da T-2 toksin.
u ispitivanim koncentracijama dovodi do malog broja prekida u DNK ili da se oni
brzo repariraju i da je slab SOS-induktor.

SOME T-2 TOXIN EFFECTS ON rec MUTANTS OF Escherichia coli

Summary

T-2 toxin effects on bacterial DN were investigated by using bacterial strains, deriva­
tives of E. coli K12.

Since T-2 toxin is known to induce DNA damages in eucaryotic cells, the effect of
different concentrations (50 and 100 /4g/ml) of T-2 toxin on bacterial survival was tested.

Exposure of E. coli to agents that damage DNA or interfere with DNA replication
results in the induction of a diverse set of physiological responses termed SOS functions. These
responses include, among others, inhibition of cell division which leads to filamentation. Vari­
ous T-2 toxin concentrations (25, 50 and 100 /zg/ml) for inducing SOS functions in rec+ and
recF strains were studied.

The results obtained indicate that T-2 toxin in the used concentrations leads to a small
number of DNA breaks which are relatively rapidly repaired.
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