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1. UVOD

Organizmi nizeg evolucijskog nivoa poput bakterija zive u okoliSnim uvjetima koji su
podlozni neprestanim promjenama. Iz tog razloga njihovo prezivljavanje ovisi o sposobnosti
detektiranja uvjeta okoline i1 prilagodavanju istima. Bakterije su razvile osjetila koja im
omogucuju detektiranje izvora hranjivih tvari (izvora ugljika, duSika, sumpora, fosfora 1 iona)
te faktora koji utjecu na rast (pH, temperatura, koncentracija kisika, osmotski tlak) primanjem
i procesiranjem ekstracelularnih signala. U prirodi bakterije vrlo rijetko zive u uvjetima koji
im dozvoljavaju duze periode eksponencijalnog rasta, pa je to¢nije re¢i da je bakterijski rast
karakteriziran dugim periodima deprivacije hranjivim tvarima koji su povremeno prekinuti
kratkim periodima brzog rasta. Takvi ciklusi su opisani kao razdoblja gozbe 1 gladi (Kolter i
sur., 1993). Kada koncentracija hranjivih tvari nije dovoljna za prezivljavanje bakterija ili su
uvjeti okoline nepovoljni, ve¢ina nesporogenih bakterijskih stanica ulazi u stacionarnu fazu
rasta kako bi zadrZale vijabilnost. S pojavom optimalnih izvora hranjivih tvari bakterije ulaze
u lag fazu rasta u kojoj se prilagodavaju na nove uvjete, te zatim ulaze u eksponencijalnu pa u
stacionarnu fazu rasta, tj. prolaze uobicajeni bakterijski stanicni ciklus (Bacun-Druzina i sur.,

2011).

Bakterije su jedini organizmi koji su uspjeli pronaci svoje mjesto u svakom
ekosistemu, a to su postigle zahvaljujuéi izvanrednoj sposobnosti adaptacije na nepovoljne
okoliSne uvjete. Mehanizam adaptacije se uglavnom temelji na djelovanju regulacijskih
faktora koji djeluju na razini transkripcije. Osim njih za prilagodbu su kljucni i tzv. ¢ (sigma)
faktori koji povecavaju afinitet RNA polimeraze za specifi¢ne promotrske regije bakterijskih
operona. Broj tih faktora se razlikuje od jedne do druge bakterijske vrste (¢ak 1 izmedu nekih
sojeva sa specificnim mutacijama), te ih je npr. u Escherichii coli pronadeno 7. Sigma faktori,
sklonost mutaciji, te pojava heterogenosti unutar populacije su pokazatelji vaznosti genotipa
bakterijske kulture kod njezine adaptacije na okoli§ u koji je uvedena. Povijest bakterijske
kulture 1 izmjena genetiCkog materijala su takoder dvije bitne determinante prilagodbe
bakterijskih stanica na okoliSne stresove, Cije ¢e komponente biti detaljnije razradene u
nastavku ovog rada, a posebna paZznja ¢e se posvetiti i na promjene koje nastaju tijekom

stacionarne faze rasta bakterija, tj. faze u kojoj se bakterije naj¢esce nalaze u uvjetima stresa.



2. GLAVNI DIO

2.1. Krivulja rasta bakterijskih stanica

Rast bakterijskih stanica u laboratorijskim uvjetima se moze prikazati krivuljom rasta,
koje se dijeli u nekoliko segmenata (faza). Prva faza se zove lag faza te zapoCinje odmah
nakon inokulacije bakterijske kulture u hranjivu podlogu, a karakterizira ju povecanje
volumena stanica, sinteza makromolekula i enzima te priprema za razmnoZzavanje. Dakle, lag
faza podrazumijeva pripremanje svih sustava potrebnih za ulazak u eksponencijalnu fazu i
intenzivni rast (Rolfe i Rice, 2012). Nakon lag faze slijedi eksponencijalna faza u kojoj se
odvija kontinuirano razmnozavanje binarnom fisijom. Ona traje sve dok se ne iscrpe izvori
hranjivih tvari ili se nakupi previSe otpadnih metabolita, tj. toksina, iako se oni uglavnom
nakupljaju u sljedecoj fazi koje se naziva stacionarna faza rasta. To nakupljanje toksina znaci
da uvjeti viSe nisu optimalni i u konacnici dovodi do faze odumiranja stanica. U fazi
odumiranja broj vijabilnih stanica se naglo smanjuje i odredeni dio stanica ugiba. Stanice koje
ostanu vijabilne ne mogu se ponovno uzgajati niti izolirati (engl. viable but nonculturable
state, VBNC) ali mogu iskoristiti nutrijente oslobodene iz mrtvih stanica te se na taj nacin
odrzati u produljenoj stacionarnoj fazi koja vremenski moZe trajati mjesecima ili Cak

godinama (Shimizu, 2014).

Moglo bi se re¢i da bakterije ve¢inu vremena provedu u stacionarnoj fazi koja im
omogucuje prezivljavanje u najekstremnijim uvjetima i razvitak rezistencije na odredeni stres
bez mirovanja dok neke vrste gram pozitivnih bakterija na uvjete gladovanja reagiraju tako da
tvore spore (Navarro Llorens i sur., 2010). Glavni cilj bakterijske adaptacije je maksimalno
smanjiti Stetni ucinak nepovoljnih uvjeta na bakterijsku stanicu kako bi ona u vijabilnom
stanju docekala bolje uvjete u kojima moze opet u¢i u lag fazu a posljedicno 1 u fazu
eksponencijalnog rasta, te time obnoviti bakterijsku populaciju koja ¢e nakon S§to se opet

istro$e svi dostupni nutrijenti prijec¢i u stacionarnu fazu rasta.



2.2. o faktori

Sigma faktori su proteinske molekule koje kontroliraju promotorsku selektivnost RNA
polimeraze, te nakon vezanja na RNA polimerazu dozvoljavaju efikasno vezanje na
promotorsku regiju i inicijaciju transkripcije, tj. smanjuju afinitet RNA polimeraze za
nespecificnu DNA i povecavaju afinitet za odredenu promotorsku regiju (Changdrangsu i
Helmann, 2005). Sve bakterijske stanice sadrze osnovni sigma faktor koji je odgovoran za
transkripciju konstitutivnih gena odgovornih za rast u razvoj stanice. Budu¢i da pojedini
sigma faktor moZze inicirati transkripciju na regulonima koji sadrze po nekoliko stotina gena,
sigma faktori su efikasan mehanizam simultane regulacije velikog broja prokariotskih gena
(Kazmierczak 1 sur., 2005). Regulon je skup operona koji su smjesSteni u genomu bez nekog
odredenog reda ali su regulirani istim proteinom. Veliki broj bakterijskih vrsta takoder
posjeduje alternativne sigma faktore Cija aktivnost uvelike ovisi o okolisSnim uvjetima ili
intracelularnim signalnim molekulama. Njihovim djelovanjem se aktiviraju setovi odredenih
gena koji su odgovorni za adaptaciju na stresne uvjete, poput npr. tvorbe endospora

(Changdrangsu i Helmann, 2005).

U bakteriji E. coli, koja je modelni organizam, do sada je opisano sedam o faktora ¢ija
je uloga klju¢na ovisno o stimulacijama iz okolisa (tablica 1) te redom su odgovorni: ¢'° za
transport iona, 6>* za ekstremne temperature, 6>® za biosintezu bi¢eva, 6°2 za toplinski $ok, 6°*
za stacionarnu fazu, ¢>* za regulaciju dusika, ¢’° za ekspresiju konstitutivno eksprimiranih
gena (Shimizu, 2014). Konstitutivno eksprimiran ¢ faktor je ¢’°, a produkt je gena rpoD.

Alternativni ¢ faktori: 6°*, 6%%, 6°2, 6*%, 6**i 6!’

su produkti sljede¢ih redom navedenih gena:
rpoN, rpoS, rpoH, fliA, rpoE, i fecl. Jedini sigma faktor koji je esencijalan je ¢’° jer on
kontrolira regulaciju vecine ostalih sigma faktora, pa ¢ak 1 samoga sebe, 1 njegov regulon je
najveée duljine (Cho i sur., 2014). Sigma faktor 6> djeluje kao regulator veéine ostalih sigma
faktor, dok o’* ima i moguénost autoregulacije. Svi sigma faktori imaju razli¢it afinitet
vezanja za RNA polimerazu (RNAP) pa se posljedi¢no ne transkribiraju svi geni podjednako,
a mehanizam pociva na tome da izmedu sigma faktora postoji kompeticija za ograni¢en broj
molekula slobodne RNAP (Kazmierczak i sur., 2005), npr. 600-700 molekula slobodne
RNAP po stanici u Escherichii coli (Ishihama, 2000). Regulacija sigma podjedinica RNA

polimeraze se odvija na viSe razina i to na razini transkripcije, translacije, stabilnosti nastalog

proteina i na razini aktivnosti proteina (Changdrangsu i Helmann, 2005).



Tablica 1: Lista ¢ faktora pronadenih u E. coli, uz ime gena koji ih kodiraju i funkcije u
stanici (plava boja-najzastupljeniji sigma faktor u E.coli; zelena boja-sigma faktor

koji ima vaznu ulogu kod bakterijske prilagodbe)

Sigma faktor | Gen Funkcija

o’ rpoD Ekspresija konstitutivno eksprimiranih gena

o rpoN Ekspresija gena za regulacija dusika

o8 rpoS Ekspresija gena tijekom stacionarne faze

62 rpoH Ekspresija gena za odgovor na toplinski ok

o2 rpoF Ekspresija gena odgovornih za sintezu bi¢eva i kemotaksiju
o rpoE Ekspresija gena odgovora na ekstremne temperaturne uvjete
ol fecl Ekspresija gena odgovornih za transport iona

2.2.1. Gen rpoS i protein RpoS

Podjednica holoenzima RNA polimeraze protein RpoS glavni je regulator stacionarne
faze rasta te se na primjeru tog regulatora moze opisati kompleksnost cijelog sustava
regulacije. Protein RpoS pripada porodici faktora c’’. Protein RpoS je odgovoran za

ekspresiju oko 1 000 gena, §to je oko 10% sveukupnih gena u E. coli (Weber 1 sur., 2005).

Iako je gen rpoS eksprimiran i tijekom eksponencijalne faze rasta bakterija,
koncentracija proteina RpoS se znacajnije povecave tek ulaskom u stacionarnu fazu rasta ili
djelovanjem stresa na bakterijsku stanicu. Protein RpoS se smatra glavnim regulatorom
generalnog odgovora bakterije na stres, a aktivira se izloZeno$¢u razli€itim stresnim uvjetima
te je Cesto popracen redukcijom ili prestankom bakterijskog rasta, ali ne uvijek, te je zbog
toga zasluzan za brzi odgovor bakterije i njezinu adaptaciju na razlicite stresove, ¢ak i one
koji u danom trenutku nisu prisutni (Hengge-Aronis, 2002). Do povecanja razine proteina
RpoS u stanici dolazi zbog povecane transkripcije gena rpoS (Hengge-Aronis, 2002), bolje
ucinkovitosti translacije 1 povecanja stabilnosti proteina (Lange i Hengge-Aronis, 1994).
Regulacija aktivnosti proteina RpoS na svim specificnim razinama shematski je prikazana na

slici 1.
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Slika 1: Shema regulacije aktivnosti proteina RpoS na svim speficiénim razinama

regulacije (prilagodeno prema Navarro Llorens 1 sur., 2010)

2.2.1.1. Regulacija gena rpoS na razini transkripcije

Gen nlpD (strukturalni gen za lipoprotein) se nalazi uzvodno od gena rpoS i
transkribira se u istom smjeru (suprotno od smjera kazaljke na satu). Iako gen n/pD nije
induciran tek u stacionarnoj fazi, promotori ova 2 gena koji su jako blizu smjesteni doprinose
bazalnom nivou ekspresije gena 7poS u eksponencijalnoj fazi rasta (Lange i sur., 1995). Sto se
tice regulacije transkripcije gena rpoS postoji nekoliko odgovornih regulatora. Prvi regulator
je cAMP-CRP kompleks koji ovisno o fazi rasta bakterije utjee na transkripciju gena rpoS, a
sam taj kompleks nastaje vezanjem cAMP (engl. cyclic adenosine 3',5'-monophosphate) na
CRP (engl. cyclic AMP receptor protein). Navedeni kompleks cAMP-CRP stimulira
transkripciju gena rpoS tijekom stacionarne faze, a reprimira ju tijekom eksponencijalne faze
rasta (Hengge-Aronis, 2002). Kompleks cAMP-CRP stimulira transkripciju tako §to se
direktno veze na aktivatorsko mjesto na poziciju -62 do -5 uzvodno od startnog mjesta
transkripcije gena rpoS (Mika 1 Hengge, 2005). Protein ArcA u fosforiliranom obliku je
takoder jedan od regulatora stanicnog odgovora na stres, a veze se izmedu pozicija —63
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uzvodno i +23 nizvodno od pocetnog mjesta transkripcije gena rpoS, Sto se preklapa s veznim
mjestom za cAMP-CRP te na taj nacin aktivira transkripciju. Dvokomponentni sustav
BarA/UvrA takoder pozitivno utjece na transkripciju 7poS, ali nacin djelovanja jo$ uvijek nije

poznat (Hengge, 2008).

No, izmedu svih tih regulatora transkripcije gena rpoS najvecu ulogu igra nukleotid gvanozin
3'.5'-difosfat (ppGGpp). Ta molekula je alarmon, tj. mala signalna molekula koja bakterijskoj
stanici omogucéava brzi odaziv kod razli¢itih uvjeta stresa (Ross i sur, 2013), a djeluje tako da
se u uvjetima gladi veze na B i ' podjedinice RNA polimeraze i inducira ekspresiju gena rpoS
(Hengge-Aronis, 2002). Istrazivanjima je utvrdeno i eksperimentalno dokazano da neke slabe
kiseline poput acetata ili propionata takoder pozitivno utjeCu na ekspresiju rpoS (Hengge-

Aronis, 2002).
2.2.1.2. Regulacija gena rpoS na razini translacije

Vrijeme poluzivota ve¢ine mRNA molekula u E. coli iznosi nekoliko minuta te je isti
slu¢aj s mRNA proteina RpoS, na ¢iju stabilnost moze utjecati prekomjerna produkcija SRNA
molekula (engl. small RNAs) §to ujedno stimulira translaciju (McCullen 1 sur., 2010). Za
uspjesSan proces translacije transkripta gena rpoS potreban je RNA vezujuéi protein Hfq (engl.
host factor for phage Q beta). Naime, on djeluje kao poveznica koja olakSava interakcije
sRNA 1 mRNA molekula tijeko translacije, a ulazi u interakcije s barem tri SRNA: ArcZ
(engl. arc-associated sRNA Z), DsrA (engl. derepresser of rcsA) 1 RprA (engl. RpoS
regulatory RNA A) prilikom translacije mRNA RpoS (Mandin i Gottesman, 2010). U
stresnim uvjetima, prilikom pocetka translacije, dogada se promjena sekundarne strukture u
5'-UTR regiji mRNA RpoS nakon Cega inicijacijska regija translacije postaje dostupna za
vezanje na ribosome. Sama translacija pocinje nakon Sto se odredena sSRNA molekula veze s
inicijacijskom regijom translacije mRNA RpoS. Sve tri prije navedene sRNA molekule
(DsrA, ArcZ i RprA) aktiviraju translaciju istim mehanizmom ali u razli¢itim uvjetima
(McClullen 1 sur., 2010). Tako npr. protein RprA inducira translaciju RpoS u hiperosmotskim
uvjetima, dok protein DsrA to radi pri niskim temperaturama. Protein ArcZ funkcionira malo
drugacije, on se nalazi pod negativhom kontrolom dvokomponentnog sistema ArcB/ArcA
(Mandin 1 Gottesman, 2010). Jo$ jedna molekula koja stimulira inicijaciju translacije mRNA
RpoS je HU (engl. histon-like protein; Hengge-Aronis, 2002). Protein HU se veze direktno na

inicijacijsku regiju translacije te na taj nain direktno stimulira proces translacije. Sustav



otpustanja fosfata Rcs, je takoder jedan od nacina aktivacije translacije RpoS, a to moze
posti¢i na dva nacina: direktnom stimulacijom RprA (Majdalani i sur., 2001) i represijom
RprA represorom LrhA (Peterson i sur., 2006). Molekula sSRNA OxyS je zabiljezena kao
negativni regulator translacije mRNA RpoS u uvjetima stresa izazvanima s vodikovim

peroksidom, no sam mehanizam te regulacije jos nije razjasnjen (Zhang i sur., 1998).

2.2.1.3. Regulacija gena rpoS na razini stabilnosti proteina

Stabilnost proteina RpoS ovisi o fazi rasta bakterijskih stanica, pa je protein prilicno
nestabilan u stanicama koje se nalaze u eksponencijalnoj fazi rasta, a stabilnost mu se

povecava kada su stanice izloZene uvjetima gladovanja ili nekim drugim stresovima.

Regulator stani¢nog odgovora RssB (engl. regulator of sigma S) je potreban za proces
degradacije RpoS, a samu degradaciju kontrolira ClpXP, ATP ovisna proteaza (Zhou 1 sur.,
2001). Fosforilacijom proteina RssB raste njegov afinitet za protein RpoS, te se proteinu
RpoS nakon vezanja fosforiliranog RssB mijenja konformacija, a ta promjena konformacije
omogucava proteazi ClpXP prepoznavanje N-terminalnog kraja proteina RpoS. Klju¢ni dio
koji proteaza prepoznaje se nalazi izmedu 7. i 35. aminokiselinskog ostatka. Lako je za
pretpostaviti da se fosforilacija proteina RssB mijenja ovisno o okoliSnim uvjetima posto je
dokazano da se samo fosforilirani oblik proteina RssB moze vezati na RpoS in in vitro i in
vivo. No, fosforilacija RssB se ne ¢ini kao pogodan mehanizam regulacije iz nekoliko razloga:
(a) fosforilirani RssB je u usporedbi s drugim regulatorima veoma stabilan i ne pokazuje
intrinzi¢nu fosfataznu aktivnost, (b) eksperimentalno je dokazano da tijekom proteolize ne
dolazi do defosforilacije proteina RssB i (¢) potraga za mutantima fosfataze koja fosforilira
RssB nije dala nikakve rezultate (Filloux, 2012). Brza stabilizacija RpoS postize mijenjanjem
omjera proteina RssB 1 RpoS, koji se odrzava regulacijom u negativnoj povratnoj sprezi jer je
ekspresija RssB ovisna o proteinu RpoS. Smanjenje dostupne koli¢ine proteina RssB se moze
posti¢i pomocu 3 mala anti-RssB proteina: IraP, IraM 1 IraD. Ovi proteini ,,izoliraju protein
RssB direktnom interakcijom, a induciraju se u razli¢itim uvjetima. IraP se inducira prilikom
nedostatka fosfata (Bougdour i sur., 2006), IraM pri niskoj koncentraciji magnezija
(Bougdour 1 sur., 2008), a IraD nakon oSteCenja DNA ili zbog djelovanja vodikovog
peroksida (Merrikh 1 sur., 2009). Pretpostavlja se da H-NS doprinosi degradaciji RpoS jer u

mutantima /ns nije pronaden degradiran protein RpoS (Zhou 1 Gottesman, 2006).



2.2.1.4. Regulacija sinteze RpoS na razini aktivnosti proteina

Aktivnost sigma faktora a samim time i proteina RpoS je ovisna o njihovom vezanju
na jezgru RNA polimeraze, pa je sama meta regulacije formacija holoenzima RNAP (Sharma
i Chatterji, 2010). Za razliku od ostalih sigma faktora ne postoji niti jedan anti-sigma faktor
koji bi inhibirao aktivnost ¢® posljedi¢no i proteina RpoS. Kompeticija izmedu razliitih
sigma faktora za vezanje na ogranic¢enu koli¢inu dostupne RNA polimeraze je glavni nacin
kontrole aktivnosti sigma faktora. Zapravo se na prvi pogled RpoS ¢ini kao lo§ kandidat za
takvu vrstu kompeticije, jer iako je dominantan sigma faktor u stacionarnoj fazi te kontrolira
oko 10% gena u E. coli ima ga tri puta manje nego o'° podjedinice i njegov afinitet za RNA
polimerazu je najmanji (Filloux, 2012). Dakle, podjedinica ¢’ je najveéi konkurent za
vezanje na srZ enzima, ali joj onemoguéava anti-c’° protein Rsd koji se u stacionarnoj fazi
nakuplja i veZe na nju te ju tako sprjeava da se veze na stz RNAP. Jos§ jedan faktor inhibicije
induciran u stacionarnoj fazi je molekula 6S RNA koji inhibira aktivnost faktora ¢’° vezanog
na RNA polimerazu, a ppGGpp utjece na konformaciju RNA polimeraze tako da omogucuje
nastajanje holoenzima s vezanom RpoS podjedinicom. Pronadena su 2 faktora koji specifi¢no
utjeCu na aktivnost proteina RpoS. Jedan od njih je Crl koji se veZe na RpoS 1 aktivno potice
formaciju holoenzima RNAP s vezanom RpoS podjedinicom, te je dokazano da u koordinaciji
s RNA polimerazom i RpoS regulira ekspresiju najmanje 40 gena karakteristicnih za
produljenu stacionarnu fazu pri 30 °C (Lelong i sur., 2007). Drugi faktor je protein FliZ koji
ne dolazi u direktnu interakciju s proteinom RpoS, ve¢ negativno utjece na ekspresiju RpoS-

ovisnih gena (Filloux, 2012).

Iako se proteinu RpoS izvorno pripisuje uloga odgovara na razliite tipove stresa
kojima su bakterijske stanice prirodno izloZene u cilju adaptacije stanica, njegova regulatorna
uloga nije isklju¢ivo vezana uz gene odgovorne za bakterijsku adaptaciju. Funkcijske razine
RpoS-ovisnih gena su: popravak DNA, sinteza proteina, transporta proteina, biosinteza i
metabolizam ugljikohidrata, aminokiselina 1 masnih kiselina (Cho i sur., 2014). Protein RpoS
takoder regulira ekspresiju enzima koji sudjeluju u popravku DNA poput egozonukleaze
kodirane genom xthA 1 metil transferaze kodirane genom ada, ekspresiju gena bold koji

determiniraju stani¢nu morfologiju 1 druge (Cho 1 sur., 2014).



2.3. Bakterijska prilagodba tijekom stacionarne faze rasta

2.3.1. Morfoloske promjene stanica

Ulaskom u stacionarnu fazu bakterijske stanice prolaze kroz morfoloske promjene, a
glavna od njih je smanjenje veli¢ine stanica. To smanjenje je rezultat dvaju procesa koji se
odvijaju simultano. Prvi od njih je reduktivna dioba koja je dijelom posljedica inicijalne
koli¢ine dostupne DNA u trenutku kada stanica ude u stacionarnu fazu rasta, jer se DNA u
stanicama koje se nalaze u stacionarnoj fazi ne replicira tako dugo dok sve stanice ne ostanu
sa jednim kromosomom. Kod reduktivne diobe se omjer povrSine i volumena stanica kéeri
smanjuje, te kao posljedica nastaju stanice sferi¢nog oblika (Nystrom, 2004). Za takav oblik
stanica jednim je dijelom odgovoran transkripcijski faktor BolA (engl. regulator of penicillin
binding proteins and beta lactamase transcription). Ekspresija gena odgovornih za sintezu
BolA je uglavnom pod kontrolom proteina RpoS (Navarro Llorens i sur., 2010), ali moze biti
i inducirana djelovanjem nekih stresnih uvjeta (Santos i1 sur., 1999). Krzljanje se moze
objasniti kao oblik autodigestije, tj. dolazi do degradacije stanicnog materijala u citoplazmi 1

unutarnjih membrana (Nystrom, 2004).

Kako bi se adaptirale na stresne uvjete bakterijske stanice prolaze kroz strukturalne
promjene stani¢ne stjenke, pocevsi od unutarnje membrane, preko periplazmatskog prostora i
peptidoglikanskog sloja do vanjske membrane (Huisman i sur., 1996). Bakterijske stanice
povecavaju debljinu peptidoglikanskog sloja, ¢ime povecavaju svoju otpornost na nepovoljne
uvjete (Navarro Llorens i sur., 2010). U periplazmatskom prostoru pocinje se nakupljati
trehaloza, ugljikohidrat koji povecava termotolerantnost stanica. Na povrSini vanjske
membrane poveca se koncentracija lipopolisaharidnog sloja te se smanjuje broj membranskih
proteina. Unutarnja membrana prolazi kroz nekoliko promjena. Smanjenje mononezasic¢enih
masnih kiselina prati povecanje polinezasi¢enih masnih kiselina, od kojih se dio konvertira u
derivate ciklopropila. Ukratko se moZe re¢i da se morfoloske promjene unutarnje membrane
stanice manifestiraju kao visoko uredena struktura sa smanjenom fluidnos¢u (Navarro Llorens

isur., 2010).



2.3.2. Promjene u metabolizmu stanica

Odgovor bakterija na nedostatak aminokiselina u okoliSu posredovan je akumulacijom
alarmona ppGGpp te je poznat pod pojmom strogi odgovor (Cashel i sur., 1996). Alarmon
ppGGpp ima ulogu klju¢nog faktora bakterijske fiziologije jer brzo odgovara na razlicite
signale stresa iz okoline. Istrazivanjima se ustvrdilo da ima veoma bitnu ulogu u razli¢itim
procesima od formacije biofilma, preko istrazivanja kvoruma (engl. quroum sensing, QS),

antibioticke produkcije 1 prirodne antibiotiCke rezistencije (Navarro Llorens i sur., 2010).

Koncentraciju ppGGpp unutar stanice reguliraju 2 proteina, RelA i SpoT (Cashel i
sur., 1996). Protein RelA moze sintetizirati ppGGpp te se naziva ppGGpp sintetaza I, dok
protein SpoT uz sposobnost sinteze, ppGGpp sintetaza I, posjeduje i mogucénost degradacije
molekule ppGGpp koju katalizira ppGGpp hidrolaza (Navarro Llorens i sur., 2010). U
uvjetima nedostatka izvora ugljika, Zeljeza, masnih kiselina i fosfora inhibira se hidrolazna a
inducira se sintetazna aktivnost, dok prisustvo prije navedenih hranjivih tvari stimulira
hidrolaznu aktivnost hidrolaze ppGGpp. Sto se pobliZe tide samog proteina RelA, njegova je
uloga da katalizira prijenos pirofosfata s ATP-a na GTP/GDP koji zatim sluzi za sintezu
ppGGpp (Wendrich 1 sur., 2002). Uloga proteina SpoT je detekcija, tj. prepoznavanje razina
masnih kiselina, te u slucaju niske koncentracije istih aktivira sintezu ppGGpp (Navarro

Llorens 1 sur., 2010) a vezan je na acilni nosa¢ proteina.

2.3.3. Promjene strukture nukleoida

Kromosomalna DNA bakterije E. coli, veli¢ine oko 4,7 megabaza, se moze opisati kao
slojevita i kompleksna struktura koja se sastoji od nukleoida koji su udruZeni sa specifi¢nim
proteinima, takozvanim NAP (engl. nucleoid associated proteins). Stanice uskladuju strukturu
nukleoida preko modulacije oblika proteina NAP te na taj nacin odgovaraju na razliCite
fluktuacije okoliSnih uvjeta (Lin 1 sur., 2012). Proteinski NAP kompleks sadrzZi viSe proteina
koji imaju ulogu u regulaciji ekspresije na nekoliko razina. Jedan od tih proteina je
heterodimerni protein IHF (engl. integration host factor) i on doprinosi regulaciji odredenih
gena koji su aktivirani u stacionarnoj fazi rasta (Navarro Llorens 1 sur, 2010). Broj kopija
proteina IHF u stanici varira od 12000 u eksponencijalnoj fazi rasta do 55000 u ranoj

stacionarnoj fazi.
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Protein HU (engl. histone-like protein) je strukturni homolog proteina IHF, koji je
ekstenzivno proucavan zbog svoje sposobnosti vezanja nespecificne DNA. Strukturno je
takoder dimer, a sastavljen je od podjedinica HUa i Huf. Kod istrazivanja osobina HU
otkriven je njegov utjecaj na translaciju mRNA proteina RpoS, ali ne i na nejgovu
transkripciju 1 stabilnost, te je nakon toga eksperimentalno dokazano da odsustvo HU
rezultira manjom koncentracijom proteina RpoS. Time je potvrdena teza da je protein HU
potreban za normalnu akumulaciju RpoS tijekom tranzicije bakterijskih stanica u stacionarnu

faza rasta.

2.3.4. Regulacijska uloga sRNA

Molekule sSRNA takoder imaju relugacijsku ulogu u stacionarnoj fazi rasta, a posebno
se istiCu dvije SRNA molekule, MicA (engl. mRNA interfering complementary RNA) i RybB
(engl. regulator of OmpC and OmpW mRNA stability) (Nagamitsu i sur., 2013). Geni micA4 i
rybB se eksprimiraju u specificnim uvjetima stresa poput anaerobnih uvjeta, homeostaze
stani¢ne stijenke i ogranicenja ugljikom, pod utjecajem faktora o® (Vogel, 2009). Spomenute
sRNA sprjecavaju sintezu proteina vanjske membrane, tzv OMP-ove (engl. outer membraine
protein), tocnije OmpA, OmpC, i OmpW u E. coli §to naposljetku dovodi do oStecenja
stanicne membrane 1 lize stanica (Udekwu 1 Wagner, 2007). lako je njihova uloga u
bakterijskoj stanici poznata, nije jo§ pronaden to¢an mehanizam njihovog djelovanja. Postoji
pretpostavka da liza stanica koja je ovisna o proteinu RpoE moZe doprinijeti uklanjanju
oStecenih stanica, a do nje dolazi tijekom produljene stacionarne faze rasta (Nagamitsu i sur.,

2013).

2.3.5. Leucin regulatorni protein

Leucin regulatoni protein (engl. leucine-responsive regulatory protein, Lrp) je globalni
transkripcijski faktor pod ¢ijom se kontrolom nalazi ekspresija 10% ukupnih gena u bakteriji
E. coli te oko % gena koji su inducirani tijekom stacionarne faze, uklju¢ujuci 1 gene koji su
zasluzni za odgovor na razli¢ite stresove poput osmotskog stresa, ograni¢enja hranjivih tvari 1
visoku koncentraciju organskih kiselina (Tani i sur., 2002). Protein Lrp aktivira ekspresiju

gena Ciji produkti su potrebni za rast u nutritivno siromasnom mediju, a reprimira gene koji su
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potrebni za rast u nutritivno bogatom mediju (Holmqvist i sur., 2012), te promice i neke druge
transkripcijske faktore koji djeluju na nizim hijerarhijskim razinama regulacije transkripcije
(Cho 1 sur., 2008). Svrha njegove aktivacije je koordinacija bakterijskog metabolizma s
hranjivim tvarima u okoliSu. Tijekom tranzicije iz eksponencijalne u stacionarnu fazu Lrp
inducirani proteini poticu mobilizaciju rezervnih hranjivih tvari i metabolizam produkata
fermentacije u stanici (Tani i sur., 2002). Regulatorna aktivnost proteina Lrp se regulira
pozitivno ili negativno, ovisno o razini stani¢nog leucina, no taj efekt moze i izostat, a
njegova ekspresija podlijeze negativnoj autoregulaciji, tako Sto se Lrp veZe na svoj promotor

(Lin i sur., 1992). Ekspresiju proteina Lrp inducira i ppGGpp.

2.4. Genotip kao odrednica bakterijske prilagodbe

Genom nekog organizma determinira puteve adaptacije prikazane na slici 2 i to na dva
nacina. Kao prvo, genom kodira sve vitalne funkcije nekog organizma i nac¢in na koji su geni
tog organizma regulirani, a poSto genomi bakterija variraju u veli¢ini zbog razli¢itih
selekcijskih pritisaka tako se 1 njihova sposobnost adaptacije razlikuje izmedu pojedinih
bakterijskih vrsta (Lynch, 2006). Nadalje struktura genoma i sama sekvenca utjeCu na

mogucénosti mutacije u bakterijskom kromosomu.

Kao sto je ve¢ prije u radu spomenuto, odaziv odredene bakterijske vrste na neki stres
kontroliraju 1 odreduju transkripcijski faktori i druge regulacijske komponente, a sva ta
regulatorna mreZa je odredena genotipom odredene bakterijske vrste. Novijim istraZivanjima,
je ¢ak utvrdeno da se regulatorna mreza razlikuje od jedinke do jedinke, posebice u kulturama
koje su ,starije ili ve¢ bile izloZene stresovima, o ¢emu ¢e biti kasnije viSe reCeno. Te
regulatorne mreze, transkripcijski faktori 1 njihova organizacija su istraZeni za mnogo
bakterijskih vrsti, izmedu ostalog i za E. coli (Martinez-Antonio i sur., 2008). lako je vecina
gena zaduZena za regulaciju jako oCuvana tijekom evolucije 1 predstavljaju temeljne elemente
genoma to ne znaci da djeluju na identian nacin, pa Cak unutar predstavnika iste vrste.
Centralni elementi regulacije gena, npr. koncentracija sigma faktora i alarmona poput
ppGGpp-a jako variraju unutar jedinki iste vrste u jednakim uvjetima (Spira i sur., 2008). Tako

su varijacije specifi¢ne za pojedini genotip one ne ukljucuju uvijek polimorfizme u samom
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regulatornom genu. Dobar primjer za to je ranije spomenuti protein RpoS, na cCiju
koncentraciju u stanici utjeCe mnoStvo faktora, te internih i eksternih stresnih signala.
Alternativni ulazni signali koji utjecu na razinu proteina RpoS mogu pruziti degenerativne
nacine utjecaja na regulaciju i mnogo alternativnih gena moZze promijeniti odredeni dio

regulatornog kruga razine proteina RpoS (Wang i sur., 2010).

Genotip takoder odreduje mobilnost genomske DNA i nac¢in na koji rekombinacijski
mehanizmi pridonose bakterijskoj adaptaciji. Ta osobina obuhvaca 1 potencijal za
rearanzmane koje dozvoljavaju pokretni geneticki elementi i integroni, pogotovo ako
bakterijska stanica sadrzi faktor F (engl. fertility factor) ili lizogene fage koji olakSavaju
prijenos DNA iz stanice u stanicu. Transpozoni, insercijske sekvencije (IS), duplikacije u
genomu i sekvence koje doprinose visokim stopama mutacija iskazuju potencijal za pojavu
mutacija koji je opet odreden genotipom kao determinantom bakterijske adaptacije, o cemu ¢e

biti vise rije¢i u nastavku rada.
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Slika 2. Shematski prikaz genotipa 1 povijesti bakterijske kulture kao najvaznijih
odrednica  bakterijske prilagodbe kod pojedinatne okoliSne promjene

(prilagodeno prema Ryall 1 sur., 2012)
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2.4.1. Sklonost mutacijama

Kada se bakterijska populacija izlozi promjeni okolisnih uvjeta dolazi do povecanja
stope mutacija te se posljedi¢no i poveca pojava korisnih mutacija koje ¢e bakterijskoj kulturi
pomoc¢i kod adaptacije na nove uvjete. Jedan od nacina na koji se to dogada u bakterijskoj
populacija je postojanje tzv. subpopulacija konstitutivnih mutator ili hipermutator stanica

(Giraud i sur., 2001).

Veliku ulogu u stopi mutacije igra spobosnost popravka DNA te mutacije u genima
koji su zaduZeni za popravak DNA sto dovodi do povecane stope mutacija. Postoji velik broj
komponenata koje su zaduzene za popravak DNA koje utjeCu na mutabilnost stanica, no
najcesce 1 najistrazivanije mutacije su koje izazivaju nasljedni, konstitutivni mutator fenotip
su one koje ukljucuju gene stani¢nog popravka krivo sparenih baza (engl. Mismatch repair,

MMR), o kojem ¢e vise biti receno u sljede¢em odlomku rada.

Osim §to bakterijske stanice mogu posjedovati konstitutivni mutator fenotip, bakterije
mogu eksprimirati i tranzijentno povecanu stopa mutacija na dva nacina, iako se ponekad ti
mehanizmi preklapaju. Prvi nacin su transkripcijske i translacijske greske ili greske nastale
tijekom diobe stanica koje rezultiraju niskim koncentracijama komponenti popravka MMR, te
na taj nacin dolazi do tranzijentne mutageneze (Ninio, 1991). Drugi mehanizam koji uzrokuje
privremeno povecanje stope mutacije nosi naziv stresom inducirana mutageneza (engl. stress-
induced mutagenesis, SIM). Sustav SIM je cesta komponenta populacija E.coli, cemu
svjedo¢i podatak ¢ak 80% ispitivanih izolata starijih kolonija pokazuje fenotip stresom
inducibilne mutageneze. Ta pojava dovodi do velikog povecanja broja mutacija u nekoj
populaciji, no to¢na stopa povecanja varira 1 razlikuje se izmedu pojedinih sojeva (Bjedov 1
sur., 2003). Nekoliko tipova genetskih alteracija moze biti uklju¢eno u SIM, poput
supstitucija baza, malih insercija i delecija, rearanzmana kromosoma i kretanja pokretnih
genetickih elemenata. Sustav SIM c¢esto ukljucuje aktivaciju odgovora SOS zbog oStecene
DNA, toc¢nije komponenti odgovora SOS koje rade greSke (emgl. error-prone) te se time
znaajno poveca stopa mutacija. Korelacija izmedu stresa i mutageneze se proteze ¢ak do
ekstracitoplazmatskih stresora preko sigma faktora RpoE. Naime, postoji pretpostavka da je
jedna od funkcija RpoE uvodenje dvostrukih lomova u DNA molekulu ¢ime se izaziva

odgovor SOS, te samim time dolazi do pojave sustava SIM, te se taj mehanizam smatra

14



privtemenom kontrolom mutageneze bakterijskih stanica tijekom njihove prilagodbe na

okolis.
2.4.1.1 Popravak Kkrivo sparenih baza

Popravak krivo sparenih baza je vrlo vazan za ocCuvanje integriteta genetickog
materijala, te su osnovni mehanizmi tog sustava visoko ocuvani tijekom evolucije (Harfe i
Jinks-Robertson, 2000). Popravak krivo sparenih baza je najpoznatiji po svojem djelovanju
tijekom poslije replikacijskog popravka, §to je kriti¢no za odrzavanje stope mutacija na razini
koja je prihvatljiva za bakterijsku stanicu. Usto, proteini MMR mogu prepoznati i greske u

formiranim heterodupleksima rekombinacijskih intermedijera.

Proteini MMR su najprije otkriveni kod prokariota, gdje njihova odsutnost rezultira
nastankom stanica sa mutator fenotipom. Prvi korak u popravku replikacijskih greSaka
pomocéu MMR je prepoznavanje helikalnih promjena koje nastaju kao rezultat inkorporacije
nekomplementarnog nukleotida. Nadalje, novosintetizirani lanac DNA koji sadrzi pogresku
mora se selektivno ukloniti i resintetizirati. Spososbnost prepoznavanja lanaca DNA je bitan
¢imbenik popravka MMR, te ukoliko taj mehanizam prepoznavanja ne funkcionira postoji
mogucénost da ¢e se replikacijska greSka koristiti kao predloZak za popravak DNA. Ova prva
dva koraka uklju€uju specijalizirane proteine Mut koji su evolucijski visoko ocuvani, dok se u
daljnjim koracima popravka pomocu MMR koriste proteini koji su uklju€eni u generalne
metabolicke procese DNA. MMR u E. coli ukljucuje 3 proteina Mut: MutS, MutL 1 MutH.
Protein MutS je ATP-aza koja prepoznaje krivo sparene baze, MutL je ATP-aza koja
koordinira prepoznavanje krivo sparene baze zajedno s MutS 1 daljnje procesiranje DNA, a
MutH je endonukleaza osjetljiva na metilaciju koja oznafava podru¢je popravka na
novosintetiziranom lancu DNA. Dva MutS proteina se poveZzu i tvore dimer, za to je zaduzen
C-terminalni kraj proteina, te se jedino u takvom obliku mogu vezati na DNA, za §to je
zaduZeni N-terminalni kraj proteina. Zatim se protein MutL veZe na MutS, nakon ¢ega dolazi
do interakcije izmedu MutL 1 MutH S§to za posljedicu ima stimulaciju endonukleazne
aktivnosti proteina MutH. Novosintetizirani lanac DNA nije metiliran te na taj nac¢in MutH
prepoznaje koji lanac mora rezati. Protein MutH moze zasjecati lanac s bilo koje strane krivo
sparene baze, jedina razlika u ta dva slucaja je u tome §to su potrebne razli¢ite egzonukleaze
za degradaciju lanca ovisno o tome s koje strane je lanac zasjecen. Ipak, kako bi endonukleaze

djelovale, najprije je potrebno razmotati dvostruku uzvojnicu DNA, za §to je zaduzena
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helikaza UvrD. Treba napomenuti da pritom MutL ulazi u direktnu interakciju sa UvrD
helikazom, orijentira ju u pravom smjeru u zasjeCeno mjesto te aktivira njezinu helikaznu

aktivnost.

lako sustav MMR nije jednak kod svih prokariota, pogotovo nacin diskriminacije
lanaca, ono Sto opcenito vrijedi je da nedostatak istog dovodi do visokog porasta stope
mutacije, cak do 200 puta, te su nam iz tog razloga posebno zanimljivi sojevi kod kojih MMR

nije u funkciji za proucavanje frekvencije korisnih mutacija.

2.5. Povijest bakterijske kulture kao odrednica bakterijske
prilagodbe

Uz genotip, neposredna povijest bakterijske kulture je bitna odrednica utjecaja
okoliSne promjene na bakterijsku prilagodbu. Povijest bakterijske kulture se rijetko spominje
kao bitan faktor bakterijske adaptacije, posebice zbog toga jer se njezini utjecaji u
laboratorijskim uvjetima 1 istrazivanjima pokuSavaju ukinuti. Samim time dobiveni rezultati
ne prikazuju najbolje moguci tijek adaptacije bakterijskih stanica kod jednostavne okoliSne
promjene u prirodi (Ryall i sur., 2012). U svakom slu¢aju, postoji mnogo dokaza kako 2
bakterijske kulture koje rastu u istim uvjetima u istom mediju, ali razli¢itim brzinama rasta ili
u razli¢itim fazama rasta odgovaraju na istu okoliSnu tranziciju jako razli¢ito. Vaznost
povijesti bakterijske kulture je prepoznata u mikrobiologiji namirnica gdje procesne metode
za predvidanje moraju u obzir uzeti varijacije u osobinama bakterijskih stanica zbog prijasnjih
uvjeta kultivacije. U sljede¢im odlomcima rada ¢e biti razjasnjene pojedine komponente koje

obuhvaca povijest bakterijske kulture.

2.5.1. Brzina rasta bakterijske kulture prije promjene

Mnogi sastojci bakterijskih stanica i sama veli¢ina stanica su strogo zavisni od uvjeta

uzgoja (Maaloe 1 Kjeldgaard, 1966). U E. coli sam makromolekularni sastav stanice viSe ovisi
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o brzini rasta nego o sastavu hranjivog medija. Brzina rasta takoder ima veliki utjecaj na

regulaciju 1 ekspresiju gena (Ferenci, 1999).

Podcijenjena posljedica bakterija ¢iji konstituenti variraju sa brzinom rasta je ta da
njihovi odgovori prilagodbe imaju razli¢ita polazista tijekom promjene. Sporo rastuce
bakterije, kada je dioba svaka 3-4 sata, imaju poviSene koncentracije alarmona ppGGpp i1
protein RpoS, ¢ime se stimulira op¢i odgovor na stres i ostali proteini ovisni o ppGGpp.
Koncentracija stres-protektora u stanici, poput trehaloze ¢ija sinteza ovisi o proteinu RpoS, je
takoder poviSena tijekom sporog rasta, tako da se ublazava tranzicija u novi okoli§ pomocéu

djelomicno ili visoko eksprimiranih mehanizama odgovora na stres.

Kad bakterijske stanice ostanu bez neke od hranjivih komponenata ili su izlozene
djelovanju toksicnih agenasa se aktivira mehanizam odgovora na stres pomocu ppGGpp.
Alarmon ppGGpp inducira sintezu proteina RpoS i mnogih gena ovisnih o proteinu RpoS
geni takoder trebaju ppGGpp za njihovu indukciju (Kvint i sur., 2000). Bitna promjena koja
se dogada pod kombiniranim utjecajem RpoS i ppGGpp je smanjene propusnosti vanjske
membrane, zbog fega stanice postaju rezistentnije prema antibioticima, tj. djelovanje
antibiotika je usko povezano uz rast stanica, kada su stanice osjetljivije. Sinteza visokih
koncentracija proteina RpoS 1 alarmona ppGGpp ima odredenu cijenu jer bakterija mora
zrtvovati vrijedne resurse koje je mogla iskoristiti za vegetativni rast. Prirodni izolati E. coli
variraju u brzini rasta, a djelomican razlog tome je i varijacija RpoS i ppGGpp sastava u
razli¢itim sojevima E. coli koji rastu u identi¢nim uvjetima. Individualne populacije su cesto
mjeSavine subpopulacija mutanata rpoS™ i divljeg tipa stanica rpoS*. Koegzistencija tih dvaju
subpopulacija je mehanizam balansiranja izmedu rezistencije na stres, koju stimulira RpoS, i
prehrambene sposobnosti, koju inhibira RpoS, a naziva se samoocCuvanje i prehrambena

sposobnost (engl. self-preservation and nutritional competence, SPaNC).

Naposljetku treba spomenuti da postoji sve viSe dokaza kako neka mutacija koja je
korisna kod jedne brzine rasta moze biti fatalna kod neke druge brzine rasta, a to je posljedica

drugacijeg metaboli¢kog i regulatornog odnosa izmedu sporo- i brzo- rastucih bakterija.
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2.5.2. Faza rasta bakterijske kulture prije promjene

Cesta strategija koju bakterije koriste kao odgovor na nepovoljne uvjete okoline je
unaprijedenje sposobnosti prezivljavanja po cijenu vegetativog rasta. Prednost prijelaska u
stacionarnu fazu rasta ili rezistentne forme, npr. spore, lezi u stvaranju sveopcéeg sigurnijeg

stanja (Veening i sur., 2008).

Budu¢i da je oko 10% gena E. coli drugacije regulirano u stacionarnoj fazi rasta i da
su mnogi od tih eksprimiranih gena zaduzeni za zastitu stanice jasno je vidljivo zasto je
odgovor stanice na razli¢ite stresove, visoka osmolarnost, niski pH, i dr., veoma razlicit u
stacionarnoj 1 eksponencijalnoj fazi rasta. Moguce je Cak razlikovati bakterije u ranoj i kasnoj
stacionarnoj fazi rasta. Naime Sto se populacija duze nalazi u stacionarnoj fazi to viSe postaje
heterogenija i kompleksnija, a razlog tome je nepotpuno prerastanje od mutanata s prednoséu
rasta u stacionarnoj fazi (engl. growth advantage in stationary phase, GASP), tj. stanica koje
imaju neku povoljnu mutaciju koja im daje prednost u odnosu na ostale stanice s obzirom na
trenutni okoli§ u kojem se nalaze. Takoder, tijekom kasne stacionarne faze pojavljuje se 1 sve
viSe oSteCenih stanica koje ¢e opet drugacije reagirati na neku dodatnu okolisnu promjenu.
Cak se i genotipska stabilnost u stacionarnoj fazi razlikuje od one u eksponencijanoj fazi
rasta. Naime, u stacionarnoj fazi se dovija alternativna regulacija mehanizama popravka
DNA, a najizraZenija promjena je smanjena razina proteina MutS i1 MutH, te inhibirani sustav

MMR.

Faza rasta u kojoj se nalaze bakterijske stanice je bitan faktor za bakterijsku
prilagodbu, budu¢i da pokazuje nacin na koji ¢e stanice reagirati na okoliSnu promjenu te

koliko ¢e im vremena biti potrebno da se prilagode na novi okolis.

2.5.3. Prethodno izlaganje bakterijske kulture stresu

Jo§ jedan aspekt povijesti bakterijske kulture koji utjece na bakterijsku adaptaciju je
prethodno izlaganje stresu. U E. coli, opéi mehanizam odgovora na stres koji je reguliran
sigma faktorom RpoS i1 alarmonom ppGGpp moZe biti stimuliran ne samo brzinom rasta,
nego 1 subletalnom razinom kiselina, niski pH, visokom osmolarnos¢u ili suboptimalnim
temperaturama (Hengge-Aronis, 2002). Posto op¢i mehanizam odgovora na stres inducira

samo jedan od navedenih faktora, bitno je primijetiti da njegovom aktivacijom bakterijska
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stanica postane otpornija i na ostale stresove, tj. dolazi do unakrsne zastite. Ovakav tip zastite
najbolje je proucen u mikrobiologiji namirnica kod istrazivanja bakterijske inaktivacije

(Leenanon 1 Drake, 2001).

Idu¢i vid djelovanja stresa u povijesti bakterijske kulture je taj Sto se Cesto osim
opc¢eg odgovora na stres aktiviraju i specifi¢ni odgovori na odredenu vrstu stresa. Tako je npr.
kod odgovora E. coli na subletalnu razinu kiselina u koji nisu ukljuc¢eni samo RpoS -ovisno
djelovanje, nego i specifi¢ni odgovori na aciditet koji se reguliraju neovisno o proteinu RpoS.
Takva dvostruka regulacija prisutna je i kod izlaganja drugim stresovima, npr. oksidativnom

stresu ili visokoj temperaturi (Foster i Spector, 1995).

Udio kisika u okolini i promjena iz aerobnih u anaerobne uvjete i obratno, moze
znac¢ajno utjecati na prilagodbu bakterijskih stanica. Prisutnost kisika potencira
detoksifikacijske mehanizme i1 povisuje razinu hidroksiperoksidaza i katalaza (Partridge i sur.,
2006), a mutacijski procesi su razli¢ito uvjetovani iz aspekta aerobnog/anaerobnog
metabolizma (Singh i sur., 2010). Bitno je za primijetiti da kulture koje su bile izloZzene jakom
stresu sadrze ve¢i udio mutanata, te ¢e nakon tranzicije u novi okoli§ taj poviSeni broj

mutanata takoder utjecati na prilagodbu, bilo pozitivno ili negativno.

2.5.4. Veli¢ina i gustoéa bakterijske kulture

Neke odrednice u prilagodbi bakterija ovise o veli€ini populacije, pa je veoma bitno
da 1i okoliSnu tranziciju prolazi mala ili velika populacija. Ponajprije, veli¢ina populacije
odreduje zalihu spontanih mutacija i njihov domet. Dobar primjer toga koliko je bitna veli¢ina
populacije je za njezino prezivljavanje je patogena kultura koja se nalazi u agresivhom
domacinu gdje je velika varijacija u infektivnoj dozi patogena veoma bitna za suprotstavljanje

obrambenim mehanizmima domadina.

Gustoca bakterijske populacije je bitan faktor kod lokalne koncentracije 1 produkcije
signala kvoruma (Straight 1 Kolter, 2009). Veliki broj bakterijskih karakteristika, ukljucujuci i
virulenciju, je pod efektom istrazivanja kvoruma (fenomen o kojem ¢e biti rijeci u idu¢em
odlomku rada) i signalnih molekula, pa je vrlo lako moguce da ¢e se kultura koja je bila
podvrgnuta signalima kvoruma drugacije ponasSati kod tranzicije u novu okolinu nego
razrijedena kultura bez signala.
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Rijetke korisne mutacije ili duplikacije odredenih gena imaju malu vjerojatnost
pojavljivanja u malim populacijama, §to smanjuje mogucnosti uspjesne adaptacije. Jo$ jedna
mogucénost koju treba razmotriti je gubitak vijabilnosti stanica neke populacije tijekom
tranzicije. Ukoliko se to dogodi dobivamo ,,u¢inak boce s uskim grlom* i prezivjet ¢e samo
mali dio pocetne populacije koji se joS uvijek mora adaptirati na nove uvjete, ali su mu se sa

smanjenjem veli¢ine populacije smanjile 1 Sanse za uspjesnu prilagodbu.
2.5.5. Pojava ocitavanja bakterijskih kvoruma

Pojava ocitavanja kvoruma (engl. quorum sensing, QS) je proces kooperativnog
ponaSanja bakterija kojim se regulira ekspresija gena, a funkcionira na principu mjerenja
gustofe stanica. Klasi¢na interpretacija objasnjava taj fenomen na nadin da stanice
produciraju signalne molekule ¢ija koncentracija ukazuje na gustocu stanica (Cornforth i sur.,
2013). S obzirom na gustocu, tj. broj stanica akumulirat ¢e se odredeni udio signalnih
molekula koje one ispustaju i1 kada koncentracija neke signalne molekule dosegne odredeni
prag, stanice ju detektiraju te izazivaju specificni odgovor. Pri bakterijskom ocitavanju

kvoruma maksimalna produkecija signalnih molekula postize se u stacionarnoj fazi.

Mehanizmi produkcije signalih molekula, povecanja razine signala i detekcije
signala dobro su istraZeni, ali se relativno malo zna o tome kako QS doprinosi adaptaciji i
preZivljavanju bakterija. Geni kontrolirani sustavom QS uglavnom kodiraju za produkciju
ekstracelularnih spojeva koje bakterije koriste za preZivljavanje te se dijele izmedu svih
pripadnika populacije neovisno o stanicama producentima. Proizvedeni ekstracelularni
spojevi vazni su za pribavljanje nutrijenata, kompeticiju izmedu razli¢itih vrsta 1 virulenciju
(Goo 1 sur., 2012). U bakterije Pseudomonas aeruginosa, kontrola proteaza sustavom QS
doprinosi boljem fitnesu jer se proteaze produciraju samo u uvjetima kada se mogu i uspjesno
iskoristiti (Goo 1 sur., 2012). Nadalje, QS u Legionella pneumophila doprinosi regulaciji
virulencije, a u Streptomyces antibioticus doprinosi procesu antibioticke produkcije (Navarro
Llorens i sur., 2010). PredloZena je hipoteza da QS omogucuje bakterijama predvidanje
kapaciteta nosivosti populacije (engl. population carrying capacity) u danom okoliSu.
IScekivanje stacionarne faze potencijalno moze omoguditi individualnim bakterijama
modifikaciju njihove fiziologije koja bi im omogucila prezivljavanje na temelju sposobnosti

odredene populacije (Goo i sur., 2013).
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2.5.6. Pojava heterogenosti unutar bakterijske populacije

Posljednjih godina raste interes za proucavanje heterogenosti kao jedne od znacajki
bakterijskog rasta i ponaSanja. Pojava heterogenosti u Cistim bakterijskim kulturama nije niSta
novo, te su varijacije u brzini rasta i osjetljivosti na antibiotike dugo poznate. Kinetika
ubijanja stanica izlaganjem razliCitim stresovima takoder je upucivala na postojanje
heterogenosti u populaciji, a najnoviji dokaz je prikupljen pomocu proto¢ne citometrije kad su
otkrivena Cak 4 razlicita fizioloska stanja stanica u nekoj ¢istoj kulturi u eksponencijalnoj fazi
rasta. Heterogenost pridonosi kompleksnosti bakterijske kulture i povecava moguénost
prilagodbe na novu okolinu. Heterogenost mozemo podijeliti na fenotipsku i genotipsku, te je
svaka od te dvije kategorije jedno veliko i sveobuhvatno podrucje pa ¢e u sljedeca 2 odlomka

ovog rada biti receno nesto opcenito i najbitnije o oba tipa heterogenosti.

2.5.6.1. Fenotipska heterogenost

Nacin na koji se odreden subpopulacije adaptiraju na okoli§ je uglavnom nepoznat,
osim u slu€aju antibioticke rezistencije kada je fenotip poznat. Jo$ jedan faktor je taj da se
heterogenost rijetko promatra kao cjelovita; rezistentne stanice koegzistiraju sa ostalim
subpopulacijama koje se razlikuju u ekspresiji gena, veli€ini, brzini rasta, itd. Zbog toga ¢ce
naglasak u ovom 1 sljedeCem odlomku biti na utjecaju povijesti bakterijske kulture na

heterogenost te posljedi¢no 1 na prilagodbu bakterija tijekom tranzicije u novi okolis.

Razlic¢ite brzine rasta mogu dovesti do pojave heterogenosti, pri ¢emu je vazno za
primijetiti da se to dogada skoro u svakoj populaciji. Najbolji pokazatelj da kultura sadrzi
sporo rastuce stanice je bakterijska rezistencija, koja je definirana kao sposobnost bakterija
osjetljivih na antibiotik da prezive izlaganje letalnim dozama tog antibiotika (Lewis, 2010).
Tijekom istrazivanja rezistencije izolirani su visoko -rezistentni mutanti koji imaju mutaciju u
lokusu #4ip, a definirana su i 2 tipa visoko -rezistentnih mutanata: tip I u koji spadaju stanice
koje ne rastu, a generirane su u stacionarnoj fazi, i tip II, u koji spadaju stanice koje sporo
rastu i generirane su tijekom eksponencijalne faze. Bitno je za napomenuti kako razlicite
brzine rasta dovode do razli¢itih koncentracija alarmona ppGGpp u stanicama, $to dovodi do

pojave razlicitih fenotipova, tj. fenotipske heterogenosti.
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Do pojave heterogenosti moze doc¢i i zbog stohastickih varijacija u regulaciji. Te
stohasti¢ke varijacije se nazivaju ,.Sumovi®. Sumovi mogu utjecati na ekspresiju preko
transkripcije 1 translacije. Postoji ,intrinzicni Sum* koji je odreden sekvencom gena i
osobinama proteina za koji kodira, te ,,ekstrinzicni Sum* koji opisuje flukutacije odredene
varijacijama u broju polimeraza i1 ribosoma u stanici. Neki regulacijski mehanizmi mogu
iskoriStavati te Sumove te pri tome dolazi do pojave alternativne regulacije i fenotipova, te

naposljetku do pojave heterogenosti.

Genotipski determinirani mehanizmi za generiranje vise razlicitih subpopulacija su
takoder jedan nalin stvaranja heterogenosti. Takav jedan mehanizam je posebno dobro
izrazen u Bacillus subitilis, naime ta bakterija moZe diferencirati u nekoliko razlic¢itih tipova
stanica ovisno o povijesti kulture (Lopez 1 Kolter, 2010). Jedan oblik divergencije je u
mobilnosti. Populacije B. subtilis se sastoje od pokretljivih i sesilnih stanica, te ¢e se u
okvirima pojedinacne okoli$ne tranzicije adaptacija odvijati prema tome da li je pokretljivost
potrebna ili nije kako bi stanice dosle do izvora hranjivih tvari. Kod izgladnjivanja B. subtilis
oko polovica svih stanica prelazi u spore, dok druga polovica ne sporulira. Od ovih stanica
koje ne sporuliraju ¢ak 10% moze razviti sposobnost prihvacanja tude DNA. Neke stanice ¢e
tijekom sporuliranja izlu€ivat bakteriocine koji ¢e lizirati nesporulirajuce stanice kako bi im
one posluzile kao izvor hranjivih tvari, primjer kanibalizma. To je posebice izraZeno u stanica
koje formiraju biofilm (Gonzalez-Pastor i sur., 2003). Ako sve sumiramo mozemo vidjeti da u
jednoj populaciji B. subtilis moze postojati ¢ak do 6 subpopulacija, tj. 6 vrsta stanica sa

razli¢itim fenotipovima koje ¢e se razli¢ito prilagoditi na istu okoliSnu promjenu.

Jo§ jedan moguci izvor heterogenosti su Saperoni, ili proteini temperaturnog Soka
koji mogu umanjiti negativne efekte mutacije koje uzrokuje defekte proteina. Koncentracije
Saperona DnaK i GroEL su poviSene u sojevima koji su akumulirali puno $tetnih mutacija
(Tokuriki 1 Tawtik, 2009). Zadnji 1 jedan od Cestih nacina pojave fenotipske heterogenosti uz
jednake genotipe su transkripcijske 1 translacijske greske. PogreSna inkorporacija
aminokiseline se dogada dovoljno Cesto, da oko 15% proteina prosjecne duljine sadrzi barem
jednu pogresnu aminokiselinu. Takoder treba naglasiti da na to¢nost sinteze proteina utjecu i
ekstracelularni faktori poput manjka aminokiselina, Sto znaci da su translacijske greske u

dinami¢noj ravnotezi ¢ija promjena utjece na fitnes bakterija.

22



2.5.6.2. Genotipska heterogenost

Iako regulatorne mreze i njihova preciznost omogucavaju razliCita rjesSenja kod
prilagodbe, broj mogucih situacija i okoliSnih uvjeta u prirodi je velik i ne postoji dovoljno
regulatornih mehanizama koji bi nudili odgovor na svaku okoli$nu tranziciju. Kod nedostatka
fenotipskih rjeSenja ¢e se stanica nalaziti pod pritiskom prirodne selekcije da se prilagodi na

novi okoli§ pomocu geneti¢kih promjena.

duplication/amplification, GDA). Sustav GDA moze zahvatiti bilo koji gen i inherentno je
nestabilna/reverzibilna. Upravo zbog te lake reverzibilnosti GDA znaci da duplikacija moze
biti izgubljena u neselektivnhom okruzenju. GDA se dogada u rastucoj populaciji bakterija
frekvencijom od >1072 do 10™* po genomu (Andersson i Hughes, 2009). Najces¢i istrazeni
mehanizam za pojavu jednostavnih duplikacija se dogada kod RecA-ovisne homologne
rekombinacije izmedu regija vezanih na direktno ponovljene sekvence, poput rRNA operona,
transpozona, itd. Sustav GDA povecava ekspresiju odredenih gena njihovim duplikacijama,
ali isto tako osigurava mogucénost da jedna kopija gena ostane funkcionalna ukoliko se na

drugoj dogodi neka Stetna mutacija.

Slu¢ajni lokusi su hipermutabilne regije genomske DNA koje dozvoljavaju
organizmu da ograni¢i visoku stopu promjene samo na odredenim genima cCija ekspresija
pomaze kod adaptacije i prezivljavanja, a da pritom reducira Stetu povecane stope mutacija u
genomu. Mehanizam koji moZe povecati varijaciju ekspresije kriznih gena je mjesno-
specificna rekombinacija. Taj mehanizam ukljucuje inverziju kratkog segmenta DNA koji
sadrzi krizni gen ili njegov promotor, a sa svake strane tog segmenta se nalaze sekvence koje
prepoznaju specificne rekombinaze. Gen se zatim eksprimira ili ne ovisno o orijentaciji
inverzne sekvencije (van der Woude 1 Baumler, 2004). Ovakvim mehanizmom je kontrolirana

npr. flagelarna faza u bakterije Sa/monella enterica.

Promjene uzrokovane delecijama i transpozicijama su takoder uzrok genotipske
heterogenosti. U bakterijskim genomima insercijske sekvence (IS elementi) i transpozoni su
Siroko rasprostranjeni. Trasnpozoni su ¢esto odgovorni za adaptivne mutacije, a IS elementi
pridonose adapataciji povecanjem zalihe mutacija. Uzroci transpozicija nisu jo§ do kraja
istrazeni, a sama stopa njihovog umetanja u genom varira od elementa do elementa. Ipak,

pretpostavlja se da su transpozicije do odredene mjere uzrokovane raznim okoliSnim

23



stresovima. Tako je mogucénost transpozicija u velikim nakupinama gena za rezistenciju na
kromosomima i plazmidima u multirezistentnim izolatima velika, ali pod anitibiotickom

selekcijom (Toleman i Walsh, 2011).

Moguénost dostupa do strane DNA dovodi do ogromnog potencijala za geneticku
varijabilnost, a analizom bakterijskih genoma je potvrdena vaznost horizontalnog transfera
gena (engl.horizontal gene transfer, HGT) u bakterijskoj evoluciji 1 adaptaciji (Lerat i sur.,
2005). Ipak, u populaciji sa slicnim genomima (npr. klonska kultura E. coli) moguénost za
neku veliku promjenu pomoéu HGT-a je znacajna samo ako nova okolina sadrzi druge
bakterije kao izvor strane DNA, §to i stvarno je slucaj u vecini okolisa. Posto je dokazano da
se HGT pojavljuje kod nekih bakterijskih vrsta ¢eS¢e nego kod drugih moZemo sa sigurno$céu
re¢i da je sposobnost za HGT ovisna o genotipu. Konjugacija je takoder mehanizam koji
dozvoljava pojavu heterogenosti u populaciji. Naime, istrazivanjima je utvrdeno da je u
prisutnosti plazmida F porasla fiksacija korisnih mutacija pomocu transfera gena
posredovanog plazmidima. Konjugacija dozvoljava korisnim mutacijama iz razliCitih
roditeljskih linija da se rekombiniraju, te time povecava moguénosti bakterijske adaptacije

(Cooper, 2007).
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3. ZAKLJUCCI

Bakterije su sveprisutni organizmi koji se nalaze u svakoj bioloskoj niSi na Zemlji.
Razlog takvog evolucijskog fitnesa je njihova sposobnost da se vrlo brzo prilagodavaju na
razlicite uvjete na koje nailaze. Neke bakterijske vrste odgovaraju na okolisni stres procesima
poput mirovanja, neke tvore spore dok ve¢ina gram-negativnih bakterija ulazi u stacionarnu
fazu. Ulazak u stacionarnu fazu je najeSce uvjetovan nepovoljnim uvjetima, a sama
prilagodba bakterija na nepovoljne uvjete zapocinje ve¢ kod prijelaska iz eksponencijalne u

stacionarnu fazu rasta.

U stacionarnoj fazi mijenja se regulacija gena na nacin koji aktivira mehanizme
prilagodbe u bakterijskoj stanici. Tada dolazi do morfoloskih, fizioloskih i metaboli¢kih
promjena u ovisnosti o uvjetima okoline ili stresu pod kojim se stanica nalazi. Stacionarna
faza je regulirana raznim kompleksnim mehanizmima, no njezin glavni regulator je protein
RpoS, produkt gena rpoS, koji je ujedno i glavni regulator opéeg odgovora na stres. Nakon $to
neka populacija bakterijskih stanica ude u stacionarnu fazu nacin na koji ¢e se pokusati
adaptirati na odredeni stres je odreden njezinim genotipom, posljedi¢no i1 fenotipom, i
povijeS¢u te bakterijske kulture. VaZzna cinjenica bakterijske adaptacije je pojava
heterogenosti unutar populacije, koja unosi veliku varijabilnost u tu populaciju, a do koje
moze do¢i nizom mehanizama poput horziontalnog prijenosa gena, razliite brzine raste

izmedu pojedinih stanica u populaciji, itd.

Sposobnost bakterija da se prilagode na nove stresove ili uvjete okoline je skoro
beskonacna te je odli¢an pokazatelj snage evolucije, a moze posluZiti za bolje razumijevanje
prilagodbe patogenih bakterija 1 za njihovo uklanjanje. Nadalje adaptivna evolucija sluzi za
dobivanje industrijskih bakterija sa pozeljnim osobinama za nove biotehnoloske procese i

proizvode.
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