UV-Inaktivierung

I.Einleitung:
In den meisten Organismen tragen die DNA-Moleküle die wichtigen Informationen für Stoffwechsel. Werden die Informationen in den DNA geschädigt ,werden die Stoffwechselprozesse unterbrochen und die Zelle zum Tote gehen. Bis Heute sind folgende Schadentypen erkannt:Einzelstrangbruch,Doppelstrangbruch, Dimerisierung,cross-limks.Die DNA-Schadentypen werden durch die Umwelteinflüsse verursacht.Und zwar wegen der Ungenauigkeit der DNA-Polymerase entsteht auch die Fehlerpaarung während der Replikation.
Zum Überleben haben die Organismen sich im Laufe der Evolution mehrere Reparaturmechanismen entwickelt.Hier werden einige Reparaturmechanismen überblicklich beschrieben:

1. SOS-Reparatur: Die SOS-Reparatur ist bei solchen Situationen eingesetzt, dass in Fällen, in denen geschädigtes Genmaterial nicht repariert wird, der fehlerhafte Abschnitt der DNA während der Reproduktion kurzerhand gelöscht wird und der Rest des DNA-Moleküls sich verschiebt, um die Lücke auszufüllen. Das Ergebnis ist eine folgenschwere Mutation, welche die genetische Schrift durcheinanderbringt.Und jetzt ersetzt die SOS-Reparatur die beschädigte DNA mit willkürlich gewähltem genetischen Material. Dieses Material wirkt wie eine "Leertaste", die das DNA-Molekül in der richtigen Anordnung hält. Vergleichbar der Vorgehensweise von Archäologen, die Ton formen, um die Lücken zwischen den Scherben antiker Gefäße zu füllen, verhindert diese "Leertaste" die Auslöschung beschädigter genetischer Buchstaben und hält die Gesamtstruktur der DNA intakt.
2. Rekombinative Reparatur:Reparatur durch intensive Rekombination.Diese wird ausgelöst durch Einzelstrang-DNA die wiederum von gestörten Replikationsvorgängen herrührt.
3. DNA-Reparatur durch Glykosylasen:DNA-Glykosylasen erkennen eine Fehlerpaarung zwischen Basen, die durch chemische Agentien oder den Einbau von Uracil während der Replikation hervorgerufen werden.In dieser Reparatr spaltet die Glykosylase die N-glykosidische Bindung zwischen Base und Deoxyribose,so dass eine apurinische Stelle entsteht.Eine AP-Endonuklease schneidet das Zucker-Phosphat-Rückgrad zusammen mit einer Desoxyribophosphodiesterase heraus.Eine 3’-Phosphatase-Aktivität(wahrscheinlich von Endo IV)phosphoryliert das Rückgrad.damit es von der DNA-Polymerase I als Primer genutzt werden kann.Durch Ligase wird das Rückgrad dann geschlossen.
4. Photoreaktion:In diesem Versuch werden die E.coli sich unter Partylampe(einem sichbaren Licht) erholen.Sie besitzen das Enzym Photolyase,das sich an die Pyrimidin-Dimere bindet und die Energie des Lichtes von 340-400nm benutzt,um den Cyclobutanring zu spalten.Zwei Chromophore sammeln die Lichternergie und Übertragen diese entlang einer intramolekularen Elektronentransportkette aus mehreren Tryptophanresten auf FAD.Dieses ist der essentielle katalytische Cofaktor,der nur im völlig reduzierten Zustand funktional ist.Diese FADH2-Form überträgt dann Elektronen auf den Cyclobutanring,so dass er gespalten wird.
5. Excisionsreparatur:Dieser Reparaturmechanismus benötigt z.B. bei E.coli die Gene uvrA-uvrD.Die Gene –A,-B,-C kodieren für die Untereinheiten einer ATP-abhängigeen Endonuklease,die UV-Schäden in der DNA erkennt und einige Nucleotide rechts und links davon Schnitte in den Entsprechenden DNA-Einzelstrang setzt.Die Helicase,die von uvrD kodiert wird,entwindet und entfernt das Stück DNA mit dem Defekt.Die entstandene Lücke wird mit Hilfe von DNA-Polymerase I und Ligase wieder geschlossen.Mutationen in den uvr-Genen führen zu besonderer UV-Sensitivität.
Hier in dem Versuch werden die Anzahl von überlebenden Zellen von 3 E.coli-Typen, Bs(UV-sensitiv),B(wild),Br(UV-resistenz),verglichen.Die Zellen aus jedem Typ wird nach UV-Strahlung separat unter Dunkelkontrolle bzw. Partylampe(etwa 350nm) behandelt.Dann werden wir die Verhältnisse zwischen verschiedenen Typen bzw. verschieden Behandlungen feststellen.
III.Ergebnisse:
a) Zu erst kommen wir zum Verglichen innerhalb jeweiligem Typ unter 2 Behandlungen:Innerhalb jedes Typs liegt die Gerade von Dunkelkontrolle schiefer und unterhalb der Gerade von Photoreaktion.

b) Die Linien der 3 Typen innerhalb des Versuchs unter Dunkelkontrolle:In dem Diagramm ist es  einfach zu sehen,dass die Gerade von dem Bs-Typ die schiefst ist,die von B-Typ zweite ist.Dies bedeutet darauf:Die Zellen werden aus Bs-Typ durch die Behandlung einer kleinen Dosis UV-Strahlung(wenigste Zeit unter Uvlicht) getötet,also sehr sensitiv,und zwar nach einer doppelzeitige UV-Strahlung als den B-Typ besetzen die Zellen von Br-Typ eine höchste Überlebenderate.Denn der Bs-Typ ist ein hoch sensitiver Typ gegen UV-Strahlung,während der Br-Typ relativ resistenz dagegen ist.

c) Die Linien der 3 Typen innerhalb des Versuchs unter Photoreaktion:Die Verhältnis der Geraden ist gleich wie oben:die von Bs liegt als die unterste,die von B liegt im Mittel,und die von Br ist die höchste und zwar nahezu horizontal.Dies zeigt,dass das Reparatursvermögen von den 3 Typen in so einer Reihe liegen:Br＞B＞Bs.

IV.Diskussion:
Nun werde ich die Gründe zu den oben erhaltenen Ergebnissen diskutieren.

a) Der Grund dafür ist selbstverständlich:Die Zellen nach UV-Strahlung sind meist nicht sofort getötet,sondern die haben eine Chance zu überleben,indem sie durch eine Photoreaktion die geschädigten DNA-Moleküle reparieren.Deswegen liget die Gerade von Photoreaktion immer oberhalb der von Dunkelkontrolle innerhalb jeweilges Typs.
b) Denn der Bs-1 Typ ist ein Mutant,der sich den Dunkelrparatur-Mechanismus verliert.Genauer gesagt ist es,dass bei der SOS-Antwortgene die Expresion von Lex A ganz verstärkt oder die Aktivität des Operators von rec A reduziert sogar verliert.Das Protein Lex A wirkt unter normalen Lebensbedingungen als ein Repressor und reprimiert die Expression der SOS-Antwortgene.Und in den Zellen aus Wildtyp wird das Gen recA exprimiert und die Selbstspaltung von LexA unterstützt.Aber hier in den Zellen aus Bs-1 ist das Gehalt von LexA ungewöhnlich hoch und zwar die Aktivität des Operators von recA reduziert.Dies führt dazu,dass die Zellen unter Dunkelheit keine SOS-Antwortgene exprimieren können,also die SOS-Reparatur und weitergehend die von recA-Operator kontrolierende Proteine verlieren,die für Excisionsreparatur  verantwortlich sind.Im Gegensatz zum Typ Bs-1 ist es nahezu ganz andersrum beim Typ Br.In den Zellen ist die Expression von LexA ganz reduziert sogar ausgeschaltet oder vielleicht die Aktivität des Operators von recA verstärkt.Dies dazu führt,dass die Zellen eine höhere Effizient von Dunkelreparatur besitzen.

c) Die Fähigkeit der Photolyase der Zellen aus Bs-1 ist in Ordnung.Aber auf Grund der Defekt von SOS-Antwortgene ist die gesamte Effizient der Reparaturen noch niedriger als die von B bzw. Br.
