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1. UVOD

Programirana stani¢na smrt (engl. programmed cell death, PCD) se odnosi na sve
genski kodirane procese koji dovode do samounistenja stanice (Engelberg-Kulka i sur., 2006).
Detaljno je opisana u viSestanicnim eukariotima kod kojih je vazna za razvoj, odrzavanje
homeostaze i odgovor na stresne uvjete. Nedavno je programirana stani¢na smrt otkrivena i u
jednostanicnim eukariotama 1 prokariotama. Misljenje da je bakterijska smrt i liza pasivan
proces, zamijenjeno je onim da je to slozen, genski kodiran i strogo reguliran proces. Najveca
prepreka u otkriu programirane smrti bakterija je bila $to se naizgled ¢ini besmisleno da
jednostanican organizam aktivira program koji ¢e dovesti do njegove smrti. Medutim,
bakterije se u odredenim uvjetima organiziraju u viSestanicne oblike kao Sto su kolonije,
agregati i biofilm (Claessen i sur., 2014). Takva organizacija pruza brojne pogodnosti kao $to
su povecana zastita od nepovoljnih uvjeta, ve¢a dostupnost hrane i veéa genetska raznolikost.
U njoj bakterije koriste programiranu stani¢nu smrt tijekom stresnih uvjeta kojom Zrtvuju dio
populacije kako bi osigurale opstanak ostalih stanica. Osim kao odgovor na stres,
programirana stani¢na smrt bakterija ima klju¢nu ulogu u procesima razvoja kao S$to su
stvaranje plodnog tijela u miksobakterijama (Wierman i Dvorkin, 1977), diferencijacija hifa
streptomiceta (Manteca 1 sur., 2006; Miguelez 1 sur., 1999), sporulacija bacila (Gonzalez-
Pastor 1 sur., 2003), transformacija DNA kod streptokoka (Claverys i Hévarstein, 2007;
Haverstein i sur., 2006) i stvaranje biofilma (Webb i sur., 2003).



2. GLAVNI DIO

2.1. Programirana stani¢na smrt u eukariotima

Programirana stani¢na smrt je detaljno proucena u viSestanicnim zivotinjama gdje je
nuzna za razvoj i odrzavanje homeostaze. Oblici programirane stani¢ne smrti u viSestani¢nim
zivotinjama su apoptoza, autofagija i programirana nekroza (Ouyang i sur., 2012). Medu
njima je najbolje proucena apoptoza, mehanizam kojim stanica uz utroSak energije pokrece
vlastitu smrt kao odgovor na fizioloSke ili razvojne signale. Ona omogucuje eliminaciju
ostecenih ili suviSnih stanica bez upotrebe imunosnog sustava. Apoptozu karakteriziraju
kondenzacija kromatina, fragmentacija DNA, “pupanje” dijelova stanicne membrane,
smanjenje stanice i stvaranje apoptotskih tjeleSaca koja se razgraduju procesom fagocitoze
(Kerr 1 sur., 1972). Autofagija je proces koji poc¢inje formiranjem autofagosoma, struktura s
dvostrukom membranom koja okruzuju citoplazmatske makromolekule i organele
predodredene za ponovno iskorisStavanje. Uloga autofagije je odrzavanje homeostaze u
stresnim uvjetima. Nova otkrica su pokazala da oSteCene stanice kod kojih se odvija
autofagija mogu sebe usmrtiti 1 da se na€in njihove stani¢ne smrti razlikuje od apoptoze i
programirane nekroze (Balik 1 sur., 2010). Nekroza je proces koji se inducira nakon znatnijeg
oStecenja stanice razli¢itim fizikalno-kemijskim agensima. OStecena stanica bubri, povecava
joj se propusnost citoplazmatske membrane te dolazi do istjecanja stanicnog sadrzaja u
okolinu. Pokazano je da ti procesi mogu biti strogo regulirani Sto je dovelo do izraza

programirana nekroza (Boujrad 1 sur., 2007).

Biljke takoder odrzavaju homeostazu i iniciraju stani¢nu smrt kao odgovor na
oStecenja s mnogim karakteristikama razli¢itim od apoptoze (Vanvushin i sur., 2004). Biljke
nemaju imunosni sustav te je stoga manja potreba za tvorbu apoptotskih tjeleSaca i1 preciznom
eliminacijom stanica. Isto tako, u veéini slucajeva stani¢na stijenka ostaje nerazgradena. U
biljkama postoji viSe glavnih tipova PCD: razvojna PCD, PCD inducirana patogenima i

abioti¢ka PCD.

Programirana stani¢na smrt je opisana i u 9 vrsta jednostani¢nih eukariota koji
pripadaju u 4 divergiraju¢e grane eukariotskog filogenetskog stabla. Prednosti takvog
programa bi mogle biti selekcija za prezivljavanje najsposobnijih stanica u koloniji

jednostan¢nih eukariota, optimalnu prilagodbu broja stanica na uvjete okoliSa i regulaciju

2



zivotnog ciklusa 1 diferencijacije kao odgovor na promjene u okoliSu. Fenotip stani¢ne smrti
kinetoplastida, trepetljikaSa 1 dinoflagelata dijeli karakterstike apoptoze ukljucujuci
fragmentaciju DNA (Ameisen, 2002). Fenotip smrti nalik onom apoptoze je eksperimentalno
inudiciran u kvascu (Madeo 1 sur., 1999) te je analiza kvaS€evog genoma pokazala da

nekoliko kvasc¢evih proteina dijele homologiju s apoptotskim proteinima visih eukariota.

2.2. Mehanizmi programirane stani¢ne smrti bakterija

2.1.1. Sustavi toksin-antitoksin

U bakterija je programirana stani¢na smrt posredovana razli¢itim sustavima, od kojih
su najbolje prouceni sustavi toksin-antitoksin (engl. toxin- antitoxin, TA). To su jedinstveni
genski sustavi koji se sastoje od para gena koji kodiraju stabilan toksin i nestabilan antitoksin
(Engelberg-Kulka i sur., 2005). Prvobitno su otkriveni na plazmidima gdje su nazvani ,,ovisni
moduli“ (Yarmolinsky, 1995) jer ¢ine bakterijsku stanicu ovisnom o pristunosti plazmida.
Pristuni su i na kromosomima brojnih bakterija, od kojih su najviSe istraZeni sustavi TA
bakterije Escherichia coli medu koje pripada sustav MazEF (Aizenman i sur., 1996;
Engelberg-Kulka i sur., 2005). Osim za prevladavanje stresnih uvjeta sustavi TA su vazni za:
(a) sintezu peptidoglikana; (b) ouvanje pokretnih genetickih elemenata; (c) zastitu od unosa
strane DNA; (d) zastitu od djelovanja antibiotika i (e) stvaranje biofilma. Vecina bakterija 1
arheja ima TA mjesto u genomu, Cesto u viSe kopija prisutnth u kromosomalnoj i1
ekstrakromosomalnoj DNA. Mjesta TA u genomu su organizirana u operone s dva
konstitutivna gena koja kodiraju toksin 1 antitoksin koji sprjeava toksi¢no djelovanje toksina
(Yamaguchi i sur., 2011). Molekularni mehanizam djelovanja sustava TA pociva na razlicitoj
stabilnosti njegove dvije komponente. Slobodni antitoksin je nestabilan u odnosu na toksin te
se u stanicama koje normalno rastu mora neprestano sintetizirati kako bi formirao stabilan
kompleks s toksinom i tako inhibirao njegovu funkciju. U slu€aju oStec¢enja stanice ili stresnih
uvjeta antitoksini se razgrade omogucavajuci slobodnom toksinu da se veze na svoju stanicnu
metu (Allocati 1 sur., 2015). Sustavi TA se mogu podijeliti na tri tipa ovisno o prirodi
antitoksina 1 nacinu njegovog djelovanja (Yamaguchi i sur., 2011). Dok su toksini uvijek
proteini, antitoksini mogu biti RNA molekule ili proteini. Nedavno su identificirana jo$ dva

tipa sustava TA: tip IIl 1 tip IV (Mruk i1 Kobayashi, 2014; Schuster 1 Bertram, 2013).



2.2.1.1. Tipovi sustava toksin-antitoksin

Kod tipa I sustava TA ekspresija gena za toksin je regulirana s antisense RNA koja je
transkribirana s gena susjednim s genom koji kodira toksin, ali u obrnutoj orijentaciji
(Yamaguchi i sur., 2011). Tako je antitoksin antisense RNA koja se komplementarno veze na
mRNA koja kodira toksin i sprjeava njegovu translaciju (slika la). Toksini su mali
hidrofobni proteini, a molekularni mehanizam kojim toksini ubijaju vjerojatno je povezan s
depolarizacijom i pove¢anom propusnosti staniéne membrane. Jedan od tipova I sustava TA
je sustav Hok/Sok koji se nalazi na R1 plazmidu u Escherichia coli. On posreduje odrzavanje
plazmida induciraju¢i smrt u stanicama bez plazmida. Tijekom diobe dvije stanice kceri
naslijede toksin Hok te malu koli¢inu antitoksina Sok koji se brzo degradira zbog svoje
nestabilnosti. Ako stanica tijekom diobe izgubi plazmid R1, ne moze sintetizirati antitoksin te
se ne inhibira translacija nasljedene Hok mRNA i dolazi do smrti stanice (Fozo i sur., 2010;

Unoson 1 Wagner, 2008).

Tip II sustava TA se sastoji od dva gena koja kodiraju toksin i antitoksin. Oni se
nalaze u operonu i regulirani su na razini transkripcije. Toksin i antitoksin su dva mala
proteina koja formiraju stabilni TA kompleks koji inhibira Stetne ucinke toksina (slika 1b).
Tijekom oSteCenja stanice, stresom inducirane proteaze razgrade antitoksin oslobadajuci
toksin $to dovodi do inhibicije rasta stanice ili njene smrti (Yamaguchi i sur., 2011). Najbolje
proucena vrsta tipa II je sustav MazEF koji je Siroko raSiren kod bakterija. Protein MazE je
antitoksin, a MazF toksin koji je endoribonukleaza $to specifi¢no cijepa ACA sekvence u
mRNA 1 tako inhibira translaciju (Zhang 1 sur., 2003). To zaustavlja stani¢ni rast, ali joS nije
potvrdeno kako uzrokuje smrt. Najbolje proucen sustav MazEF je onaj iz Escherichia coli.
Tipovi II sustava TA su ukljueni 1 u bakterijsku rezistenciju (Yamaguchi 1 sur., 2011) 1

stvaranje biofilma (Wang i Wood, 2011).

Tip III se sastoji od antitoksina, molekule RNA, koja inhibira toksin stvarajuéi s njim
RNA-protein kompleks (Fineran 1 sur., 2009, slika 1c). Primjer je sustav ToxIN u kojem smrt
stanice smanjuje infekciju bakteriofagom unutar populacije bakterija. Gen toxN kodira toksin,
endoribonukleazu dugu 170 aminokiselina. Uzvodno je regija ToxI s 5.5 uzastopno
ponovljene sekvencije duge 36 nukleotida. Svako 36 nukleotida dugo ToxI RNA ponavljanje
moze inhibirati aktivnost ToxN. ToxIN kompleks se sastoji od 3 ToxN proteina povezanih s
tri ToxI RNA protein-RNA interakcijama u trokutastom obliku (Blower 1 sur., 2012). Tijekom

infekcije bakteriofagom omjer ToxI:ToxN se mijenja zbog promjena u transkripciji ili



translaciji ili degradacijom bakterijske DNA Sto rezultira oslobadanjem aktivnog toksina koji

cijepa stanicne RNA i molekule RNA bakteriofaga (Fineran i sur., 2009).

Kod tipa IV sustava TA antitoksin ne inhibira toksin izravnim vezanjem nego
neutralizira njegovu toksi¢nost stabilizirajuci proteine na koje toksin djeluje (Masuda i sur.,
2012, slika 1d). Primjer tih sustava je modul YeeU/YeeV (CbeA/CbtA) koji je ukljucen u
regulaciju proteina citoskeleta. Toksin CbtA inhibira polimerizaciju proteina citoskeleta MreB
i FtsZ. Antitoksin YeeU uzrokuje suprotni efekt, sudjelujuéi u interakcijama s dva proteina
koji pomazu zdruzivanje filamenata. Tijekom stresnih uvjeta, YeeU je degradiran, pa je
omoguceno vezanje CbtA na svoje mete $to uzrokuje promjene u citoskeletu i inhibiciju

stani¢ne diobe (Masuda i sur., 2012).

Kod tipa V antitoksin djeluje kao endoribonukleaza koja degradira mRNA koja kodira
toksin (slika 1e). Takav sustav koristi bakterija Escherichia coli u kojem endoribonukleaza
GhoS specificno degradira mRNA koja kodira membranski liticki peptid GhoT (Wang i sur.,
2012).
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Slika 1. Bakterijski sustavi TA se sastoje od toksina i antitoksina koji neutralizira njegov
ucinak. Klasificirani su na osnovi funkcije antitoksina i sastava sustava TA. U svim sustavima
TA, kao odgovor na razne stimulanse, antitoksin je degradiran omogucavajuci toksinu da
djeluje na svoju metu S$to opcenito rezultira zaustavljanjem bakterijskog rasta ili stanicnom
smrcu. (a) tip I: antisense RNA antitoksin se veze za mRNA koja kodira toksin blokirajuc¢i

njenu translaciju. Gubitak nestabilne antisense mRNA omogucava transkripciju sense lanca.



(b) Tip II: toksin 1 antitoksin su generalno transkribirani u istom operonu i tvore inaktivan
kompleks. (c) Tip III: antitoksin RNA se veze na toksin i inaktivira ga. (d) Tip IV: antitoksin
sprjeCava ucinak toksina vezuci se na metu toksina. Opet kao odgovor na stres, degradacija
antitoksina omogucava vezanje toksina na svoju metu. (e¢) TipV: antitoksin se veze i cijepa
mRNA koja kodira toksin. Izvor:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4669768/figure/figl/, preuzeto 20.5.2016.

2.2.2. Sustav kolin i endolizin

Primjer regulirane smrti bakterijskih stanica i1 lize je kontrola litickog ciklusa
bakteriofaga. Bakteriofagi s dvolancanom DNA, kako bi vremenski regulirali smrt i lizu
bakterijskih stanica domacina tijekom litickog ciklusa, koriste sustav kolin i endolizin.
Kontrolom vremena lize bakterijskih stanica postize se ravnoteza posljedica rane terminacije
replikacije bakteriofaga unutar stanice domacina s pogodnostima postizanja logaritamskog

umnozavanja u drugoj stanici domacina tijekom sljedece infekcije (Rice i Bayles, 2008).

Sustav kolin i1 endolizin ¢ine kolin, mali hidrofobni protein koji se akumulira u
citplazmatskoj membrani stanice domacina i tamo inducira stvaranje pukotina, te endolizin,
enzim koji ima aktivnost peptidoglikan hidrolaze. Endolizin se akumulira u citoplazmi stanice
domacina tijekom razvoja Cestica faga sve dok kolin ne inducira stvaranje pora u membrani.
Stoga kolin ima ulogu u odredivanju kada ¢e do¢i do lize domacina (Young i Wang, 2000).
Kod nekih faga, kao S§to su oni koji inficiraju Streptococcus pneumoniae, permeablizacija
membrane uzrokovana kolinom moze aktivirati autolizu bakterija. U bakterije Streptoccocus
pneumoniae se aktivira autolizin LytA koji uz endolizin posreduje bakterijsku lizu 1
oslobadanje faga. To omogucéuje optimalnu lizu stanice domacina i oslobadanje virusnih
Cestica (Frias 1 sur., 2009). U preciznom podeSavanju vremena lize kod bakteriofaga s
dvolanéanom DNA sudjeluje antikolin koji regulira aktivnost kolina prema signalima iz

okolisa (Allocati i sur., 2015).

2.2.3. Regulatorni sustav Cid/Lrg

Otkri¢e operona cid i Irg je proizaslo iz identifikacije novog dvokomponetnog

regulatornog sustava u Staphylococcus aureus nazvanog LytSR koji utjeCe na aktivnost


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4669768/figure/fig1/

peptidoglikan hidrolaze i autolizu (Brunskill 1 Bayles, 1996). Operoni cidABC i IrgAB su
Siroko rasprostranjeni u bakterija. Gen cid4 kodira hidrofobni protein CidA za koji se
pretpostavlja da rasprSuje membranski potencijal i tako aktivira peptidoglikan hidrolaze, dok
gen /rgA kodira hidrofobni protein LrgA koji inhibira aktivnost CidA. Protein LrgA ima 23%
sekvence aminokiselina iste kao protein CidA. Ti proteini imaju slicnu strukturu i funkciju
kao i kolini 1 antikolini iz bakteriofaga. S obzirom na te slicnosti kao i na posljedice u
fenotipu prilikom mutacija u operonima cid i lrg predlozeno je da proteini LrgA i CidA
reguliraju aktivnost peptidoglikan hidrolaze analogno kolinima i antikolinima. Protein CidA
preuzima ulogu kolina, a LrgA inhibira njegov ucinak analogno inhibitornom ucinku
antikolina (Rice i Bayles, 2008). Geni cidB 1 IrgB takoder kodiraju homologne hidrofobne
proteine Cija je funkcija nepoznata, a cidC kodira piruvat oksidazu koja bi mogla doprinositi
akumulaciji acetata u hranjivom mediju prilikom rasta u prisutnosti viska glukoze (Patton i
sur., 2005). Operon cid ima ulogu u lizi stanica tijekom stresnih uvjeta i tijekom razvoja
biofilma gdje CidA posreduje lizu dijela bakterijske populacije u kojoj dolazi do otpustanja

ekstracelularne DNA, vazne komponente matriksa biofilma (Rice i sur., 2007).

2.2.3.1. Sli¢nosti regulatornog sustava Cid /Lrg i apoptoze

Regulatorni sustav cid 1 lrg je Siroko raspostranjen u bakterijama $to sugerira da je to
karakteristi¢an mehanizam koji kontrolira stani¢nu smrt bakterija. Ovaj mehanizam pokazuje
velike slicnosti s mehanizmima regulacije apoptoze koji su posredovani porodicom proteina
Bcl-2 (Bayles, 2014). Proteini Bel-2 su velika porodica proteina koji kao kolini bakteriofaga
uzrokuju permeabilizaciju stani¢ne membrane u procesu za koji je potrebna oligomerizacija
proteina. IstraZivanja pokazuju da proteini CidA 1 LrgA takoder oligomeriziraju unutar
stanicne membrane bakterija (Ranjit i sur., 2011) Sto dovodi do pretpostavke da pokazuju
analognu funkciju onoj kod proapoptotskih proteina porodice Bcl-2 kao efektorima stanicne

smrti.

2.2.4. Peptidoglikan hidrolaze

Liza bakterijske stanice je posredovana peptidoglikan hidrolazama. To je skupina
enzima koji kataliziraju reakcije cijepanja strukturnih komponenata peptidoglikana koji je
vazan dio stani¢ne stijenke bakterija. Imaju ulogu u brojnim procesima tijekom stani¢nog
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rasta, diobe i sporulacije. Peptidoglikan hidrolaze koje sudjeluju u degradaciji stani¢ne
stijenke koja dovodi do lize stanica poznate su pod nazivom autolizini. Peptidoglikan
hidrolaze se klasificiraju prema specificnosti mjesta cijepanja. Peptidoglikan amidaze cijepaju
amidnu vezu izmedu N-acetil-muraminske kiseline i L-alanina. Peptidoglikan peptidaze
cijepaju peptidne veze unutar peptida ili uklanjaju C-terminalne aminokiseline. N-acetil-
muramidaze, lizozimi 1 liticke transglikozilaze kataliziraju reakciju cijepanja N-acetil-
muraminske kiseline, a N-acetilglukozaminidaze hidroliziraju glikozidnu vezu izmedu N-

acetilglukozamina i susjednih monosaharida (Vollmer i sur., 2008).

2.3. Programirana stani¢na smrt bakterija u stresnim uvjetima

Pretpostavlja se da PCD tijekom stresnih uvjeta, kao §to su (a) visoka temperatura (b)
gladovanje; (c) infekcija bakteriofagom; (d) oksidativni stres; (e) izlozenost radijaciji i (f)
izlozenost antibioticima sluzi kao altruisticki mehanizam u kojem stanice sebe usmréuju kako
bi doprinjele opstanku zajednice u kojoj se nalaze. U tim uvjetima stanica aktivira sustav TA
te mehanizme popravka. Temom debate je da li sustav TA uzrokuje PCD ili bakteriostazu. U
modelnom putu PCD bakterija su Allocati 1 sur. (2015) predlozili da aktivnost sustava TA
rezultira zaustavljanjem stani¢nog rasta te ukoliko je Steta nepopravljiva dolazi do stani¢ne
smrti djelovanjem proteina CidA 1 LrgA ili alternativno djelovanjem sustava TA. S druge
strane, Engelberg-Kulka 1 sur. (2006) tvrde da djelovanje jednog od najproucenijih sustava
TA, sustava MazEF bakterije Escherichia coli, uzrokuje ireverzibilni gubitak viabilnosti §to je
dokaz da izravno uzrokuje stani¢nu smrt. Osim stani¢ne smrti posredovane sustavom MazEF
pronadena je i smrt nalik apoptozi za koju se smatra da je rezervni sustav stani¢ne smrti

(Erental 1 sur., 2012).

Najbolji pokazatelj za PCD oStecenih stanica je proizaSao iz otkri¢a stanica koje
prezivaljavaju u stresnim uvjetima tzv. perzistera. U bakterijskoj populaciji klonova bi PCD u
stresnim uvjetima mogla rezultirati smréu svih stanica. Medutim, Lewis (2000) je predlozio

da perzisteri imaju defektan mehanizam PCD S§to im omogucava prezivljavanje.



2.3.1. Modelni put programirane stani¢ne smrti bakterija

Stanica u stresnim uvjetima inducira sustave toksin-antitoksin i mehanizme popravka
kao S$to je odgovor SOS (slika 2). Proteini CidA i LrgA, koji su nalik kolinima iz
bakteriofaga, su eksprimirani, ali inaktivni u ovoj fazi. Inaktivni su zbog inhibicije
efektorskog proteina programirane stani¢ne smrti CidA koja je posredovana proteinom LrgA.
Aktivnost sustava TA dovodi do zaustavljanja rasta odnosno reverzibilne bakteriostaze
(Bayles, 2014). Pretpostavlja se da inhibicija rasta sluzi kako bi se pokusala popraviti nastala
Steta jer smanjuje metaboliCku aktivnost ili ¢ak daje energiju za odgovor na stres. Sva energija
1 resursi se usmjeravaju na pokuSaj popravka Stete. Reverzibilna je jer moZe ponovno
rezultirati stani¢nim rastom. Pokazano je da prekomjerna ekspresija antitoksina MazE u
bakteriji Escherichia coli moze ponistiti letalno djelovanje toksina MazF i spasiti bakterije
unutar Sest sati nakon S§to je dosSlo do prekomjerne proizvodnje toksina. Kada se premasi
vremenski period od 6 sati, ta moguénost znacajno opada (Amitai i sur., 2004). Ako stanica
nije mogla popraviti §tetu, dostize se ,,toCka bez povratka“ i nepoznatim mehanizmom se
otpusta inhibitorni u¢inak LrgA na CidA te slijedi programirana stani¢na smrt. Signaliziranje
post-mortem, nakon smrti, rezultira aktivacijom procesa nalik apoptozi (engl. Apoptosis Like
Death, ALD) i/ili autolizom. Dolazi do aktivacije nukleaza kao $to je BapE, promjena na

membrani 1 degradacije stani¢ne stijenke djelovanjem peptidoglikan hidrolaze (Bayles, 2014).

citoplazmatska membrana inaktivna peptidoglikan hidrolaza aktivna peptidoglikan hidrolaza

e ,(/.:.:

LN
aktivna BapE 44
[ ) nukleaza 'l\
AN NN —- AT W™ —p- ,' s ACS v
_ . v G v wwa B
TA sustav SOS odgovor | WA N I
o o

O

DNAoStecenje LrgA

inaktivna BapE
aukleaza

Zdrava stanica Bakteriostaza Programirana staniéna smrt Dogadaji nakon smrti

Slika 2. Modelni put bakterijske programirane stani¢ne smrti. Izvor:
http://www.nature.com/nrmicro/journal/v12/nl/fig_tab/nrmicro3136_F1.html, preuzeto

22.5.2016.
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2.3.2. Sustavi programirane stani¢ne smrti u Escherichia coli

U bakteriji Escherichia coli postoje barem dva razliita puta programirane stani¢ne
smrti. Jedan je posredovan sustavom MazEF (Aizenman i sur., 1996), a za drugi je predlozeno

da pokazuje karakteristike apoptoze (Erental i sur., 2012).

2.3.2.1. Smrt posredovana sustavom MazEF

Geni mazEF bakterije Escherichia coli se nalaze nizvodno od gena reld (Metzger i
sur., 1988), a ¢iji produkt sintetizira 3',5'-bispirofosfat (ppGpp). Gen mazF kodira stabilan
toksin, MazF, dok je produkt gena mazE labilan antitoksin, MazE, kojeg proteoliti¢ki cijepa
serin proteaza CIpPA. Proteini MazE 1 MazF stupaju u interakcije (Aizenman i sur., 1996).
Oni se zajedno eksprimiraju, a njihova je ekspresija regulirana na nivou transkripcije. Proteini
MazE i MazF negativno djeluju na promotor mazEF P, (Marianovsky i sur., 2001). Nadalje,
akumulacija 3',5'-bispirofosfata, koja se odvija tijekom gladovanja na aminokiselinama,
negativno regulira transkripciju gena mazEF 1 dovodi do stani¢ne smrti (Aizenman i sur.,
1996). Ostali stresni uvjeti u kojima MazEF posreduje stanicnu smrt su: (a) gladovanje na
timinu (Sat 1 sur., 2003); (b) prisutnost antibiotika koji inhibiraju translaciju ili transkripciju
poput rifampicina, kloramfenikola i spektinomicina (Sat i sur., 2001); (c) visoka temperatura i
oksidativni stres (Engelberg-Kulka 1 sur., 2005) 1 (d) izloZzenost mitomicinu C, nalidiksinskoj
kiselini 1 UV zracenju (Hazan i sur., 2004). Tada se koncentracija MazE u stanici smanjuje jer
je degradirana proteazom CIpPA zbog ¢ega se otpusta toksin MazF. Slobodan MazF inhibira
sintezu proteina specifi¢no cijepajuci molekule mRNA (Christensen i sur., 2003; Zhang i sur.,
2003, slika 3). On djeluje kao endoribonukleaza specifi¢no cijepajuci sekvencije ACA, a
aktivnost mu je ribosomski neovisna (Zhang i sur., 2003). Iako ima ve¢i afinitet za cijepanje
jednolanc¢ane mRNA, MazF takoder cijepa molekulu tmRNA (Christensen i sur., 2003) koja
je hibrid tRNA i mRNA. Hibrid tmRNA vjerojatno tada ne moZe izvrsiti svoju funkciju koja
podrazumijeva vezanje na A mjesto ribosoma koji sadrze skratenu mRNA omogucavajuci
normalnu terminaciju translacije. Dakle, djelovanjem MazF se inhibira translacija Cime
stanice prestaju rasti, odnosno ulaze u bakteriostazu i aktivira se kaskadna reakcija. Ukoliko
kaskadna reakcija nije zaustavljena na vrijeme dostize se ,,to¢ka bez povratka“ i dolazi do
smrti bakterijske stanice. Pretpostavka je da se sprjeCavanje kaskadne reakcije postize
selektivnom sintezom proteina stani¢ne smrti koji su kodirani molekulama mRNA otpornim

na cijepanje s MazF (slika 3). Otporne mRNA vjerojatno nemaju ciljna mjesta ACA ili su
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nekim drugim mehanizmom zasti¢ena od djelovanja proteina MazF (Engelberg-Kulka 1 sur.,

2005).

Aktivnost MazF znafajno pojacava linearni pentapeptid NNWNN. To je faktor
detekcije kvoruma (engl. quorum sensing, QS) koji se naziva ekstracelularni faktor smrti
(engl. extracellular death factor, EDF). Njegova prisutnost je potrebna za stani¢nu smrt
posredovanu sustavom MazEF. Opcenito, detekcija kvoruma omogucava bakterijama
medusobnu komunikaciju da bi podesile ekspresiju gena kao odgovor na gusto¢u populacije.
Nedavno je otkriveno da stani¢nu smrt bakterije Escherichia coli posredovanu sustavom
MazEF mogu potaknuti ekstracelularni faktori smrti iz Gram-pozitivne bakterije Bacillus
subtilis 1 Gram-negativne bakterije Pseudomonas aeruginosa. To su prvi primjeri QS faktora
koji sudjeluju u bakterijskoj stani¢noj smrti izmedu razlicitih vrsta bakterija (Kumar i sur.,

2013).

transkripcija

translacija

pPGpp MazE NazF
H202 antitoksin toksin

50°C | PR
DNA ostecenje \m.‘ \\. D)L

degradacija s CIpPA sekvencijski-specifiéno

=y
1w

antibiotici so53 cyepanje mRNA
inhibicija sinteze selektivna sinteza proteina
vecine proteina stani¢ne smrti kodiranih

molekulama mRNA
rezistentnim na MazF cijepa-
nje ("tocka bez povratka")

Slika 3. Shematski prikaz stanicne smrti u bakteriji Escherichia coli uz sustav MazEF. Izvor:
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Stani¢na smrt bakterija posredovana sustavom MazEF sluzi kao opskrba nutrijentima
prezivjelim stanicama tijekom uvjeta gladovanja (Aizenman i sur., 1996). Umire vecéina
bakterijske populacije, a omogucen je opstanak male subpopulacije koja ¢e obnoviti
populaciju kada produ stresni uvjeti (Amitai 1 sur., 2009). Takoder, stani¢na smrt posredovana
sustavom MazEF moze djelovati kao obrambeni mehanizam koji sprjecava Sirenje
bakteriofaga (Hazan i Engelberg-Kulka, 2004). Bakterifagi P1 postoje kao virulentne Cestice
koje se razvijaju u stanicama svog domacina bakterije Escherichia coli 1 Sire umnozeni
njihovom lizom ili kao lizogeni profagi koji se repliciraju zajedno s bakterijskim
kromosomom. Lizogeni bakteriofagi ulaze u liticki ciklus kada im se inaktivira represor koji
im omogucava replikaciju u stanicama domacina bez njihove lize (Engelberg-Kulka i sur.,
2006). Kad se mutanti AmazEF Escherichia coli koja sadrzi profage P1 zagriju, ¢ime se
inaktivira temperaturno osjetljiv represor, veéina stanica lizira. S druge strane, pri tim
uvjetima u divljem tipu Pl lizogenih bakterija lizira samo mali dio stanica te proizvodi
znaajno viSe bakteriofaga od mutanta (slika 2). Sli¢ni rezultati se dobiju kad se mutanti
AmazEF 1 divlji soj inficiraju virulentnim bakteriofagom P1. Time se pokazalo da stani¢na
smrt koju posreduje sustav MazEF sprjeCava Sirenje bakteriofaga P1. Opcenita uloga sustava
MazEF bi mogla biti zastita populacije od Sirenja bakteriofaga (Hazan 1 Engelberg-Kulka,
2004). Jos jedna njegova uloga bi mogla biti zaStita bakterijskog kromosoma. U slucaju da
mehanizmi stani¢nog popravka nisu uspjeli popraviti oSte¢enja na kromosomu, sustav MazEF
bi mogao eliminirati stanice s oSteCenim genomom 1 tako odrzati genomsku stabilnost

populacije (Engelberg-Kulka i sur., 2006).
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A. kultura divljeg tipa B. kultura mutanata
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Slika 3. Model za ponaSanje bakterijskih kultura divljeg tipa (engl. Wild Type, WT) 1 kulture
mutanata AmazEF tijekom napada faga P1. (A) U stanicama WT, mazEF posreduje smrt
inficiranih stanica. Kao posljedica, ogranien je razvoj faga, titar faga je malen i kultura
prezivljava. (B) U AmazEF kulturama niSta ne interferira s infekcijom faga: inficirane stanice
liziraju 1 Sire inficirajuce Cestice do ostalih stanica u kulturi. Zato, WT kultura moze preZivjeti
infekciju fagima dok kultura mutanata AmazEF umire. PCD, programirana stani¢na smrt.

Izvor: http://jcs.biologists.org/content/118/19/4327.1ong, preuzeto 20.5.2016.

2.3.2.2. Smrt bakterijskih stanica nalik apoptozi

Nedavno otkriven put stani¢ne smrti je smrt bakterijskih stanica nalik apoptozi (eng!.
apoptosis-like death, ALD) za kojeg je predloZzeno da inhibira put stani¢ne smrti posredovan
sustavom MazEF (Erental 1 sur., 2012) 1 da inhibira odgovor SOS (Erental i sur., 2012). Smrt
nalik apoptozi je posredovana sustavom recA-lexA, a karakterizira ju depolarizacija
membrane i1 fragmentacija DNA S§to su karakteristike apoptoze. Smrt nalik apoptozi je, za
razliku od sustava MazEF koji je potaknut brojnim stresnim uvjetima te djeluje na vecéinu
bakterijske populacije, aktivirana samo DNA oSteenjem te djeluje na razini individualne
stanice. Pretpostavlja se da bi ALD mogla biti rezervni sustav za stani¢nu smrt posredovanu
sustavom MazEF. Bakterijska smrt stanice ¢e se odvijati ovim putem ukoliko je inaktivirana

neka komponenta puta posredovanog sustavom MazEF (Erental i sur., 2012).
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Istrazivanje kojeg su proveli Dwyer 1 sur. 2012. godine pokazalo je da ALD, osim fizickim i
kemijskih sredstvima koji uzrokuju osteCenje DNA, moze biti aktivirana antibioticima
ukljucujuéi spektinomicin, ampicilin i gentamicin. Oni su osim depolarizacije membrane i
fragmentacije DNA kao karakteristike ALD naveli kondenzaciju kromosoma i ekstracelularnu
izloZenost fosfatidilserinu. Koristili su razli¢itu podlogu i sojeve bakterije Escherichia coli te
je moguce da su otkrili ALD jer njihov soj nije imao ekstracelularni faktor smrti (Erental 1
sur., 2014) koji je potreban za pojacanje aktivnosti MazF (Kolodkin-Gal i sur., 2008) i za
inhibiciju ALD (Erental i sur., 2012).

2.3.3. Perzisteri

Predlozeno je da smrt bakterija nakon tretiranja s bakteriocidnim agensima nije
rezultat direktnog djelovanja agenasa, ve¢ programirane stani¢ne smrti i autolize (Lewis,
2000). Bakteriocidni antibiotici inhibiraju stanicni rast, a za stani¢nu smrt je potrebna slozena
kaskada provodenja signala unutar bakterijske stanice da se aktiviraju liticki enzimi koji
razgraduju stanicnu stijenku tijekom autolize. Problem kod poimanja PCD je da bi kao
odgovor na oSteCenje stanice, primjerice nastalo djelovanjem antibiotika, mogla eliminirati
sve stanice u populaciji klonova, te bi kao takva bila kontraproduktivna. Medutim, ¢ini se da
su bakterije razvile strategiju kako bi izbjegle smrt cijele populacije. Mali dio stanica su
otporne na lizu 1 nazivaju se perzisteri. U vecini stanica ¢e se aktivirati mehanizmi popravka
Stete ili autolize dok je program stanicne smrti u perzisterima onemogucen (Lewis, 2000).
Perzisteri su otkriveni jo§ 1944. godine kad je primje¢eno da nakon dodatka penicilina, mali
dio stanica bakterija Staphylococcus (107%) ostaje ziv (Bigger, 1944). Te stanice nisu mutanti
jer je njihov rast osjetljiv na djelovanje penicilina 1 stanice nastale njihovom diobom nisu
otpornije na penicilin u odnosu na originalnu populaciju. Dakle, stanice perzistera su
subpopulacija bakterija koje su visoko tolerantne na antibiotike 1 to postizu bez genskih
promjena. U biofilmu se za takve stanice misli da su odgovorne za perzistenciju kroni¢nih
infekcija jer antibiotici uzrokuju smrt veéine stanica dok perzisteri ostaju Zivi i nakon §to se
doza antibiotika smanji oni obnove populaciju biofilma. Iako su perzisteri pronadeni u
brojnim bakterijskim vrstama pri razli¢itim Stetnim faktorima, malo se zna o mehanizmu
njihovog nastanka i njihovoj prirodi. Njihovo postojanje sugerira da bakterijske stanice imaju

mogucnost izabrati da li ¢e Zivjeti ili umrijeti (Lewis, 2000).
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2.4. Programirana stani¢na smrt u bakterijskom razvoju

2.4.1. Autoliza i kanibalizam tijekom sporulacije Bacillus subtilis

Bakterije iz rodova Bacillus, Clostridium i drugih sporuliraju u nepovoljnim uvjetima
kao $to su nedostatak hrane i vode te nagomilavanje toksi¢nih produkata metabolizma. Spore
su metabolicki neaktivne 1 otporne su na nepovoljne uvjete kroz duga razdoblja. Procesom
germinacije prilikom ponovnog uspostavljanja povoljnih uvjeta vracaju se u Zive stanice.
Diobom stanice tijekom sporulacije nastaje mala nascentna spora ili forespora i velika stanica
majka. U posljednjem (VII) stadiju sporulacije se odvija programirana stani¢na smrt kako bi
se otpustila nastala spora. U stanici majci se proizvodi jedan ili viSe autolizina §to rezultira
lizom 1 oslobadanjem spore (Durakovi¢ i Redzepovi¢, 2003). U bakterije Bacillus subtilis su
za autolizu stanice majke odgovorne peptidoglikan hidrolaze LytC i CwlC (Vollmer i sur.,
2008). U Bacillus subtilis postoji jo$ jedna vrsta programirane stani¢ne smrti. Ona se odvija
tijekom ranih stadija sporulacije dok proces sporulacije nije postao ireverzibilan odnosno dok
nije doslo do tvorbe asimetricnog septuma koji dijeli sporuliraju¢u stanicu na nascentnu sporu
1 stanicu majku (Gonzalez-Pastor, 2011). Dio stanica u biofilmu Bacillus subtilis proizvodi
ekstracelularne antimikrobne faktore koji induciraju smrt i ,kanibaliziraju® stanice sestre
(Gonzalez-Pastor 1 sur., 2003). OtpuStanjem nutrijenata iz stanica sestara odgada se ili
potpuno zaustavlja sporulacija. Tako kanibalizam odrzava mali postotak spora u populaciji
Bacillus subtilis. Zbog toga S§to proces sporulacije zahtijeva mnogo vremena i utroSka
energije, a spore se u sluc¢aju uspostavljanja povoljnih uvjeta ne vrac¢aju u aktivan rast tako
efikasno kao vegetativne stanice, odgadanje procesa sporulacije pruza brojne pogodnosti.
Osim na genski istovrsne stanice, antimikrobni produkti djeluju i na susjedne osjetljive stanice
drugih vrsta te tako kanibalizam u mijeSanoj populaciji daje prednost Bacillus subtilis nad

njemu kompetitivnim organizmima (Allocati i sur., 2015).

Glavni regulatorni protein sporulacije je SpoOA. Signali iz okolisa i fizioloski signali
koji uzrokuju sporulaciju se prenose razliCitim signalnim putevima koji rezultiraju
fosforilacijom SpoOA. Fosforilirani SpoOA je odgovoran za aktivaciju najmanje sedam gena
potrebnih za sporulaciju (White, 2000). Gonzalez-Pastor i sur. (2003) su konstruirajuéi
knjiZznicu gena pod kontrolom SpoOA otkrili dva lokusa koja su vrlo eksprimirana u
stanicama koje su usle u sporulaciju i mutacije u tim lokusima ubrzavaju sporulaciju. To su

operoni skfABCDEFGH 1 sdpABC. Iako nisu potpuno okarakterizirani genski produkti za koje
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kodira operon skfABCDEFGH, ¢ini se da su slicni proteinima koji su ukljuceni u proizvodnju
peptidinih antibiotika (Kolter i Moreno, 1992). Gen skf4 kodira faktor smrti tijekom
sporulacije (engl. sporulating killing factor, SKF), a sdpC za peptidni toksin, protein
odgadanja sporulacije (engl. sporulation delaying protein, SDP, Gonzalez-Pastor i sur., 2003).
Toksine SKF 1 SDP proizvode stanice Bacillus subtilis koje su otporne na njihovo djelovanje i
pomocu njih liziraju ostale stanice. Protein SDP djeluje na proton motornu silu susjednih
stanica inhibiraju¢i pokretljivost i sekreciju proteina i inducirajuéi stani¢nu lizu. Toksin SDP
ima ulogu i u obrani od nekih vrsta invazivnih bakerija jer poremecaj proton motorne sile

inhibira pokretljivost njihovih flagela (Lamsa i sur., 2012).

2.4.2. Autoliza u razvoju bakterije Myxococcus xanthus

Miksobakterije su gram-negativne klizajuée bakterije koje su jedinstvene medu
prokariotima po tome Sto tvore viSestani¢na plodiSta. Njihov zivotni ciklus ukljucuje
vegetativnu fazu i fazu razvoja. U vegetativnoj fazi se stanice krecu kao koherentna grupa
traze¢i nutrijente, hrane se 1 rastu, a tijekom faze razvoja koja je potaknuta nedostatkom
nutrijenata vecina se stanica agregira u stotine agregacijskih sredista od kojih se svaki sastoji
od priblizno 100 000 stanica. Agregacijska srediSta se razvijaju u viSestani¢na plodiSta unutar
kojih dio stanica diferencira u miksospore, a dio u periferne stanice koje se nalaze okolo 1
izmedu plodista. Miksospore su metabolicki neaktivne i sposobne su prezivjeti nepovoljne
uvjete. Kako bi se zajedniC¢ke kretale prilikom traZenja nutrijenata i formiranja plodista

miksobakterije su razvile sustav interstani¢nog signaliziranja (White, 2000).

Tijekom razvoja plodnih tijela u Myxococcus xanthus dolazi do programirane stanicne
smrti. Oko 80% stanica lizira otpuStaju¢i svoj sadrzaj koji sluzi kao izvor nutrijenata
stanicama koje ¢e diferencirati u miksospore (Wireman i Dworkin, 1977). Cini se da koliko
stanica lizira tijekom razvoja plodiSta ovisi o soju Myxococcus xanthus 1 svojstvima
koriStenog medija. Liza stanica je regulirana atipi€nim sustavom toksin-antitoksin koji se
sastoji od transkripcijskog regulatora MrpC koji djeluje kao antitoksin i mRNaze MazF-mx
koja ima ulogu toksina. Delecijom gena mazF (mazF-mx) je smanjena liza stanica u uvjetima
gladovanja u odnosu na divlji tip. Nadalje, mutant AmazF-mx kasnije agregira i proizvodi
manje spora od divljeg tipa. Protein MrpC je esencijalan transkripcijski faktor gena potrebnih
za razvoj, u koje pripada gen mazF-mx. On djejuje kao antitoksin jer neutralizira toksi¢nost

MazF-mx stvaraju¢i s njim kompleks (Nariya i Inouye, 2008). On se tijekom rane i srednje
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faze razvoja eksprimira u visokim razinama (Nariya i Inouye, 2006), a prije iniciranja
sporulacije degradira Sto aktivira MazF-mx mRNA interferaznu funkciju te dolazi do autolize
(Nariya 1 Inouye, 2008). U nekim sojevima Myxococcus xanthus protein MazF nije nuzan za
programiranu stani¢nu smrt (Lee 1 sur., 2012) te se ¢ini da u razli¢itim sojevima razliCiti

putevi vode do autolize.

2.4.3. Diferencijacija hifa streptomiceta

Streptomyces je rod zrakastih, gram-pozitivnih, micelijskih bakterija koje su
producenti najveéeg broja antibiotika. Streptomiceti imaju slozeni zivotni ciklus koji po€inje
germinacijom spora iz kojih nastaju razgranate hife koje na ¢vrstom mediju urastaju u
podlogu i tvore vegetativni ili supstratni micelij. U pomanjkanju hranjivih tvari razvijaju se
zracne hife tvore¢i zracni micelij (Chater, 1993). Za rast zracnog micelija koriste se produkti
liticke razgradnje vegetativnog micelija. Istovremeno s rastom zra¢nog micelija, sintetiziraju
se sekundarni metaboliti kao Sto su antibiotici 1 pigmenti (Chater, 2006). Nakon rasta se u
vr$nim dijelovima zra¢nih hifa tvore popre¢ne pregrade dajuéi spore s jednom kopijom
kromosoma. Spore su obavijene posebnom ovojnicom koja im omogucava prezivljavanje u
nepovoljnim Zivotnim uvjetima te sadrze skladiSne tvari koje im sluze kao hranjive tvari u
ranoj fazi sporulacije. Spore u povoljnim uvjetima germiniraju 1 ponovno se formira
vegetativni micelij. Nedavno je Zivotni ciklus nadopunjen otkri¢em novih faza razvoja prije
sporulacije (slika 4). Okarakteriziran je prvi razdijeljen micelij (engl. first compartmentalized
mycelium, MI) koji nastaje klijanjem spore. Dijelovi tog micelija diferenciraju u drugi
viSejezgreni micelij (engl. second multinucleated mycelium, MII). Prvo se formira tip micelija
MII koji urasta u krutu podlogu koji se tradicijski naziva supstratni micelij, dok drugi tip
micelija MII raste u zrak, zra¢ni micelij, i presvucen je hidrofobnim slojem (Manteca 1 sur.,

2007).

Programirana stani¢na smrt se kod streptomiceta odvija u dvije faze tijekom zZivotnog
ciklusa. Tijekom razvoja supstratnog micelija (Manteca i sur., 2006), te prije sporulacije
(Miguelez i sur., 1999, slika 4). Segmenti prvog micelija (MI) prolaze programiranu stanicnu
smrt, a ostale stanice tog micelija diferenciraju u drugi micelij (MII). Dio stanica nastalog
supstratnog micelija je podvrgnut novoj fazi PCD, otpustaju¢i nutrijente potrebne za tvorbu
zracnog micelija (Allocati 1 sur., 2015). Tijekom PCD se proizvode proteini kao §to su

nukleaze, proteaze i enzimi ukljuceni u degradaciju membrane (Manteca i sur., 2006).
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Njihovom aktivno$¢u u miceliju dolazi do degradacije stani¢ne stijenke, stanicne membrane,
proteina i nukleinskih kiselina DNA i RNA. Nejasna je bioloska funkcija ovih dogadaja.
Pretpostavlja se da je programirana stani¢na smrt osim za opskrbu nutrijentima za tvorbu
zracnog micelija 1 spora (Miguelez 1 sur., 1999), vazna za kompetenciju kojom bi se
ugradnjom DNA fragmenata MI micelija transformacijom dobio velik broj razlicitih spora

(Yagiie 1 sur., 2013).

Kruta podloga

SUPSTRATNI h H I
~\ hibrofobne

PCD  proviake
PCD w
M

MI
; r

SPORE A ZRACNI

o0«

Slika 4. Zivotni ciklus Streptomyces na krutim podlogama. Crveno, novo opisane strukture i
predlozena nomenklatura: MI, prvi razdijeljeni micelij; MII, drugi viSejezgreni micelij.
Klasi¢na nomenklatura (supstratni i zracni micelij) 1 hidrofobni slojevi su takoder oznaceni.
PCD, programirana stani¢na smrt. Izvor: http://femsle.oxfordjournals.org/content/342/2/79,

preuzeto 22.5. 2016.
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2.4.4. Transformacija DNA kod streptokoka

Bratoubojstvo se odnosi na proces u kojem dio populacije bakterija ubija srodne
stanice. Odvija se tijekom prirodne genetske transformacije bakterije Streptococcus
pneumoniae. Prirodno kompetentne stanice su sposobne primiti DNA iz okoline i integrirati je
u svoju DNA rekombinacijom. Kompetente stanice Streptococcus pneumoniae proizvode
liticke faktore koji ubijaju nekompetente stanice sestara nakon Cega ugrade njihovu DNA
(Claverys 1 Havarstein, 2007, Haverstein i sur., 2006). Nekompetentne stanice prolaze alolizu,
lizu stanica induciranu drugim stanicama iste vrste. lako nije posredovana unutarstani¢nim
programom smrti, ¢ime ne odgovara definiciji programirane stani¢ne smrti, aloliza je oblik
PCD jer je geneticki reguliran proces kljucan za razvoj i diferencijaciju (Chater, 1993).
Kompetencija stanica Streptococcus pneumoniae je kontrolirana detekcijom kvoruma koji je
reguliran ekstracelularnom akumulacijom peptida koji stimulira kompetenciju (engl
competence stimulating peptide, CSP). To je peptidni feromon kodiran genom comC.
Ekstracelularni CSP aktivira comDE, dvokomponentni regulatorni sustav za regulaciju
kompetentnosti. Protein CSP stupa u interakciju s ComD, histidin kinazom, vezanom na
stani¢nu membranu 1 uzrokuje njenu autofosforilaciju. Zatim se fosforilna grupa prenosi na
regulator odgovora ComE 1 fosforilani ComE naizmjence aktivira transkripciju ranih com
gena. Jedan od njih je comX koji kodira sigma faktor X (%) koji aktivira ekspresiju mnogih
kasnih gena com. Kasni geni com su odgovorni za unos DNA i rekombinaciju (Rice 1 Bayles,

2008).

Kompetentne stanice liziraju nekompetentne pomocu litickih faktora. To su
peptidoglikan hidrolaze CbpD, LytA 1 LytC te bakteriocini CibAB. Nuzan liti¢ki faktor je
CbpD (engl. choline-binding protein D) koji posreduje otpustanje DNA 1 aktivira
peptidoglikan hidrolaze LytA i LytC (Allocati i sur., 2015). Mutanti /yt4 pokazuju smanjeno
kompetencijom inducirano otpustanje B-galaktozidaze i kromosomske DNA (Moscoso i
Claverys, 2004; Steinmoen 1 sur., 2002., 2003). Inaktivacijom /ytC smanjuje se liza tijekom
razvoja kompetentnosti (Moscoso 1 Claverys, 2004). Proteine LytC i LytA mogu sintetizirati

kompetentne ili nekompetentne stanice (Guiral i sur., 2005; Havarstein i sur., 2006).

U lizu nekompetentnih stanica su ukljuceni i dvopeptidni bakteriocini CibAB. Oni se
ugraduju u staniénu membranu ¢ime stvaraju pore 1 uzrokuju promjenu membranskog
potencijala (Guiral i sur., 2005). Da bi se kompetentne stanice zastitile od djelovanja litickih

faktora moraju imati oredene faktore imuniteta (Rice i Bayles, 2008). Zasada su pronadeni
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proteini CibC i1 ComM. Protein CibC je produkt gena cibC, treCeg gena operona cibABC koji
je eksprimiran samo u kompetentnim stanicama (Guiral i sur., 2005), dok je protein ComM
kodiran nekim od ranih gena com (Havarstein i sur., 2006). ToCan nacin na koji ti proteini

sprjeCavaju lizu kompetentnih stanica nije odreden.

Bratoubojstvo Streptococcus pneumoniae osim $to sluzi za unos homologne DNA,
doprinosi virulentnosti jer se lizom stanica otpustaju faktori virulentnosti, kao Sto je

penumolizin (Claverys i Havarstein , 2007).

2.4.5. Kuglasti oblik u bakterije Helicobacter pylori

Bakterija Helicobacter pylori je mikroaerofilna, Stapicasta spiralnog oblika, Gram-
negativna bakterija. Infekcija ovom bakterijom dovodi do gastritisa i vazan je rizi¢ni ¢cimbenik
za razvoj Cira na zelucu i dvanaesniku. Ukoliko je izlozena okoliSnom stresu, moze poprimiti
kuglast oblik koji je rezistentan. U takvoj populaciji, dio stanica ulazi u stanje niske
metaboli¢ke aktivnosti i prestaje se dijeliti. Neke od kuglastih stanica prolaze programiranu
stani¢nu smrt koja nalikuje apoptozi u viSim eukariotima. Vjerojatno, programirana stani¢na
smrt sluzi kako bi ova bakterija smanjila gustocu stanica kada je to potrebno 1 tako prezivjela i

ponovno se pocela dijeliti u povoljnim okolisnim uvjetima (Cellini 1 sur., 2001).

2.4.6. Uloga programirane stani¢ne smrti u razvoju biofilma

Biofilm je kompleksna sesilna zajednica mikroorganizama cije su stanice ireverzibilno
povezane sa supstratom i medusobno, te uklopljene u ekstracelularni matriks polisaharidnih
polimera koji su same proizvele, a koji se sastoji od ekstracelularnih polimernih supstanci
(engl. extracellular polymeric substances, EPS) ispresijecanih vodenim kanali¢ima. Stanice
ispoljavaju izmijenjen fenotip uslijed promijenjene brzine razmnozavanja 1 transkripcije gena
koje ne uofavamo u planktonskih organizama (Donlan, 2002). Komponente matriksa su
lipopolisaharidi, glikolipidi, lipidi, proteini, polisaharidi 1 nukleinske kiseline. Kemijska grada
biofilma ovisi o genetici bakterija te o okoliSu u kojem se razvija matriks (Montanaro i sur.,
2011). Bakterijske stanice u biofilmu mogu biti iste ili razlicitih vrsta (Elias i Banin, 2012;
Hall-Stoodley 1 sur., 2004), a biofilm im omogucéava vezanje za razliCite povrSine kao $to su

ljudska tkiva, plastika, kamen 1 medicinski implantati. Takoder, stanice biofilma su za razliku
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od planktonskih organizama sposobne prezivjeti u prisutnosti ekstremno visokih koncentracija
antimikrobnih reagensa (Lewis, 2000). Za procjenu stani¢ne gustoce stanice koriste signalne
molekule. Nakupljanje signalnih molekula u okoliSu omogucuje svakoj bakterijskoj stanici
procjenu ukupnog broja bakterija, a ta se pojava naziva detekcija kvoruma (engl. quorum
sensing, QS). Kad se dostigne kriticna koncentracija signalnih molekula dolazi do aktivacije
gena ukljucenih u sintezu faktora virulencije ili sekundarnih metabolita (Hentzer i Givskov,

2003).

Ulogu u diferencijaciji i razvoju bakterija unutar biofilma ima mehanizam kontrole
stanine smrti 1 lize stanica. Vazan je 1 za rasprostranjivanje bakterija u okoli§ jer tijekom
gladovanja dio stanica se autolizira osiguravaju¢i nutrijente ostalim bakterijama biofilma koje
koloniziraju nova podrucja (Webb i sur., 2003). Disperzija bakterijskih stanica u potrazi za
novim izvorom hranjivih tvari se moze odvijati na najmanje 3 nacina, a to su: erozija,
otkidanje 1 rasijavanje. Erozija predstavlja kontinuirano otpuStanje pojedinacnih stanica ili
male skupine stanica tijekom razvoja biofilma. Otkidanje je proces koji se odvija tijekom
kasnijih faza stvaranja biofilma, a podrazumijeva otkidanje agregata stanica. Disperzija
rasijavanjem je aktivan proces u kojem se otpuSta veliki broj pojedinac¢nih stanica iz
unutrasnjosti biofilma (Kaplan, 2010). Autolizom stanica se osim nutrijenata otpusSta i
ekstracelularna DNA (eDNA). Ona je vaZzna komponenta matriksa biofilma, a njena prisutnost
u biofilmu je prvobitno opisana kod Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus mutans i
Streptococcus intermedius (Whitchurch 1 sur., 2002). Molekula eDNA u biofilmu ima ulogu u
medusobnom povezivanju stanica (Nemoto i sur., 2003; Whitchurch 1 sur., 2002) te je vazan
dio mehanizma prijenosa gena. Ona predstavlja dinami¢nu zalihu gena iz koje prirodno
kompetente stanice mogu primiti geneticku informaciju horizontalnim prijenosom gena. Taj
prijenos gena moze dovesti do brzog Sirenja virulentnosti kao i antibioticke rezistencije
(Montanaro 1 sur., 2011). Autoliza stanice koja dovodi do otpuStanja molekula eDNA je

posredovana detekcijom kvoruma.
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Slika 5. Stvaranje i razvoj biofilma. Prvo dolazi do adherencije planktonskih stanica za ¢vrstu
povrSinu (1) 1 proizvodnje ekstracelularnih polimernih supstanci (engl. extracellular
polymeric substances, EPS) Sto stabilizira koloniju (2). Neke stanice autoliziraju otpustajuci
nutrijente 1 eDNA §to potice rast i maturaciju biofilma (3). Stanice su dispergirane iz biofilma
1 mogu kolonizirati druga mjesta putem tri mehanizma, a to su: erozija, otkidanje i rasijavanje
(4). Rasijavanje je aktivan proces autolize koji rezultira otpuStanjem pojedinacnih bakterijskih
stanica.

Izvor:  http://www.nature.com/cddis/journal/v6/nl/fig_tab/cddis201457013.html#figure-title,

preuzeto: 6.6.2016.

23


http://www.nature.com/cddis/journal/v6/n1/fig_tab/cddis2014570f3.html#figure-title

2.4.6.1. OtpusStanje molekula ekstracelularne DNA u bakterije Pseudomonas

aeruginosa

Stani¢na smrti i liza stanica u Pseudomonas aeruginosa tijekom razvoja se odvija
unutar privremenih struktura, mikrokolonija (Webb i sur., 2003). Liza stanica Pseudomonas
aeruginosa je kontrolirana detekcijom kvoruma. Molekule eDNA koje pritom nastaju osim u
medusobnom povezivanju imaju ulogu u odrzavanju stabilnosti biofilma. OtpuStanje
molekula eDNA je posredovano putem barem dva razliita puta. Put koji nije povezan s
detekcijom kvoruma je odgovoran za proizvodnju molekula eDNA na bazalnom nivou, dok je
onaj ovisan o detekciji kvoruma odgovoran za akumulaciju veéih koli¢ina molekula eDNA
tijekom kasne log faze (Allesen-Holm 1 sur., 2006). Stani¢na smrt unutar mikrokolonija
Pseudomonas aeruginosa je sli¢na autolizi potrebnoj za razvoj plodista u Myxococcus
xanthus. Pretpostavlja se da geni koji kontroliraju razvoj plodista i1 stani¢nu smrt u
Myxococcus xanthus mogu na slican nacin utjecati na razvoj u Pseudomonas aeruginosa

(Webb i sur., 2003).

2.4.6.2. Otpustanje molekula ekstracelularne DNA u bakterije Staphylococcus

aureus

U bakterije Staphylococcus aureus je liza stanica ovisna o peptidoglikan hidrolazama
koje su kontrolirane operonom cidABC. Operon cidABC zajedno s operonom /rgAB regulira
staninu lizu 1 toleranciju na antibiotike. Operon cid povecava aktivnost peptidoglikan
hidrolaza 1 smanjuje toleranciju na penicilin dok operon /rg ima suprotno djelovanje
(Montanaro 1 sur., 2011). Nakon dodatka DNaze u biofilm Staphylococcus aureus divljeg tipa
dolazi do destabilizacije biofilma, dok sli¢an postupak s mutantom cidA4 pokazuje minimalan
ucinak na njegovu destabilizaciju. Takoder, tretiranjem biofilma inhibitorom peptidoglikan
hidrolaze dolazi do redukcije adherencije biofilma. To potvrduje strukturnu ulogu molekule
eDNA u biofilmu Staphylococcus aureus te indicira na ulogu eDNA u koheziji biofilma (Rice
1 sur., 2007).
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3. ZAKLJUCAK

PCD ima znacajnu ulogu u odgovoru na nepovoljne uvjete kao i u razvoju bakterijske
populacije. Pogodnosti postojanja takvog procesa su eliminacija oSteCenih ili mutiranih
stanica, ograni¢avanje replikacije virusa te smanjenje kompeticije za nutrijente te tako PCD
predstavlja altruisti¢ni dogadaj koji doprinosi opstanku bakterijske populacije kao cjeline. To
ukazuje da je potrebna promjena u naSem poimanju bakterija kao jednostani¢nih organizama.
Bakterijske populacije pokazuju ponasanja nalik viSestani¢nim organizmima, od kojih je

jedna PCD.

Postoje slicnosti izmedu PCD prokariota i eukariota. Primjerice regulatorni sustav
Cid/Lrg koji je Siroko rasprostranjen u bakterijama pokazuje velike slicnosti s mehanizmima
regulacije apoptoze zivotinja, a smrt nalik apoptozi u bakteriji Escherichia coli ima
biokemijske i morfoloske karakteristike apoptoze Sto sugerira na zajedni¢ko podrijetlo
prokariota i eukariota. Moguce je da su se mitohondriji i njihov mehanizam apoptoze razvili
tijekom endosimbioze izmedu proteobakterije 1 primitivne eukariotske stanice. Zbog
pronalaska PCD u prokariotima, jednostani¢énim eukariotima i biljkama moze se zakljuciti da

je to osnovni bioloski proces koji je potreban za Zivot gotovo svih Zivih organizama.

Potrebno je provesti jo§ mnogo istrazivanja kako bi se potpuno razumjeli mehanizmi
koji dovode do stani¢ne smrti 1 lize bakterija te oni koji odreduju koje ¢e stanice umrijeti. Ta
istrazivanja bi mogla otkriti postoji li evolucijska poveznica izmedu PCD u eukariotima i
prokariotima te bi mogla pridonjeti razvoju novih antibiotika i prosiriti naSe razumijevanje

ravnoteze izmedu zivota 1 smrti u bakterija.
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