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KORISTENE KRATICE

aa aminokiselina

aa-AMP aminoacil-adenilat
aa-tRNA* aminoacilirana molekula tRNA
AMP adenozin-5'-monofosfat
Ap3A 5' 5"-diadenozin-trifosfat
ApdA 5' 5"-diadenozin-tetrafosfat
AsnRS asparagil-tRNA-sintetaza
ATP adenozin-5'-trifosfat

HisRS histidil-tRNA-sintetaza
lleRS izoleucil-tRNA-sintetaza
Ki konstanta inhibicije

Km Michaelisova konstanta
LeuRS leucil-tRNA-sintetaza
LysRS lizil-tRNA-sintetaza
MetRS metionil-tRNA-sintetaza
PP; anorganski pirofosfat
SerRS seril-tRNA-sintetaza
ThrRS treonil-tRNA-sintetaza
tRNA engl. transfer RNA, prijenosna RNA
TrpRS triptofanil-tRNA-sintetaza
TyrRS tirozil-tRNA-sintetaza

ValRS valil-tRNA-sintetaza
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1 Uvod

Genske duplikacije smatraju se jednom od vodecih evolucijskih sila u nastanku novih gena (Conant &
Wolfe, 2008; Long i sur., 2013). Postojanje dvije kopije nekog gena omogucava nakupljane mutacija i
funkcionalnu divergenciju jedne kopije, ali i ocuvanje kanonske uloge gena pomocu druge kopije. lako
divergencija novonastale kopije cCesto zavrSava nastankom nefunkcionalnog pseduogena, uslijed
kombinacije genskog otklona i odgovarajuéih selektivnih pritisaka moguca je pojava nove funkcije (Conant
& Wolfe, 2008). Nadalje, osim promijene njegove funkcije, mutacijama unutar regulatornih regija moguce

je novonastalu kopiju ukljuciti u ve¢ postojece stani¢ne sustave (Long i sur., 2013).

Aminoacil-tRNA-sintetaze (aaRS) jedni su od klju¢nih enzima potrebnih za pravilan protok
geneti¢ke informacije iz nukleinskih kiselina u proteine. Njihova evolucijska povijest isprepletena je nizom
raznih duplikacija i horizontalnih prijenosa, nerijetko izmedu razli¢itih domena Zivoga svijeta (Andam &
Gogarten, 2011; Woese i sur., 2000; Wolf i sur., 1999). Ipak, ovaj rad ¢e se primarno baviti duplikacijama,
te dodatnim aaRS koje su organizmi stekli putem raznih horizontalnih prijenosa, nakon pojave pojedinih
obitelji aaRS. Usprkos nekada uvrijezenom misljenju da unutar svakog organizma postoji po samo jedan
gen za svaku aaRS, danas se zna da postoji niz razli¢itih bakterija iz svih znacajnih taksonomskih skupina

koje posjeduju 2 ili ¢ak 3 razli¢ita gena za jednu aaRS (Vecchione & Sello, 2008).

Otkri¢e da postoje dodatni, naizgled redundantni geni za aaRS u bakterijama zaintrigiralo je
znanstvenike i rezultiralo brojnim istrazivanjima njihovih, do tada nepoznatih funkcija. U zadnjih 40 godina
od otkrica da u bakteriji Escherichia coli postoje dva razli¢ita gena za lizil-tRNA-sintetazu (LysRS),
otkrivene su bakterije koje posjeduju dva ili vise gena za: asparagil-tRNA-sintetazu (AsnRS)(Y. Travin i
sur.,, 2021), aspartil-tRNA-sintetazu (AspRS)(Metlitskaya i sur., 2006), glutamil-tRNA-sintetazu
(GIuRS)(Chang & Hendrickson, 2009), histidil-tRNA-sintetazu (HisRS)(Diaz i sur., 2020; Renault i sur.,
1995), izoleucil-tRNA-sintetazu (lleRS)(Yanagisawa & Kawakami, 2003), leucil-tRNA-sintetazu
(LeuRS)(Reader i sur., 2005), LysRS (Clark & Neidhardt, 1990; Cochrane i sur., 2016), metionil-tRNA-
sintetazu (MetRS)(Gentry i sur., 2003), seril-tRNA-sintetazu (SerRS)(Zeng i sur., 2009), treonil-tRNA-
sintetazu (ThrRS)(Olano i sur., 2004; Putzer i sur., 1990), triptofanil-tRNA-sintetazu (TrpRS)(Kitabatake i
sur., 2002), tirozil-tRNA-sintetazu (TyrRS)(Glaser i sur., 1991; Linares i sur., 2012) i valil-tRNA-sintetazu
(ValRS)(Ohyama i sur., 1977). U takvim bakterijama jedna aaRS sluzi za odrzavanja kanonske uloge u
prijenosu geneticke informacije (dalje u radu zvana glavna stani¢na aaRS), dok preostale aaRS u pravilu
poprimaju specijalizirane uloge koje bakteriji donose selektivnu prednost. Nakon opisa kanonske uloge
aaRS u stanicama, rad ¢e se prvo dotaknuti iz ljudske perspektive najrelevantnije specijalizirane uloge,

opisujuci aaRS koje bakterijama pruzaju otpornost na razne antibotike. Zatim slijedi pregled aaRS koje



sudjeluju u biosintetskim putevima sekundarnih metabolita, koji nerijetko i sami djeluju kao antibiotici.
Potom slijedi pregled i dodatne TyrRS koja bakteriju B. subtilis stiti od ugradnje D-tirozina, te ThrRS i
ValRS s mozebitnom ulogom u sporulaciji. Razrada teme zavr$ava s temeljitom analizom stresne LysRS iz
bakterije E. coli, te aaRS koje skupa sa sustavima za sintezu bioamina sudjeluju u stani¢cnom odgovoru na
niski pH. Zavrsno, rad ¢e ponuditi zakljucke o uoCenim pojavama, te ukazati na jo§ kljucna, jo$ uvijek

neodgovorena pitanja vezana uz tematiku duplikacija aaRS.
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Slika 1 Shematski prikaz uloga aminoacil-tRNA-sintetaza u bakterijama.



2 Kanonska uloga aminoacil-tRNA-sintetaza u prijenosu geneticke

informacije

Aminoacil-tRNA-sintetaze su enzimi koji kataliziraju nastanak esterske veze izmedu molekule tRNA
i pripadne aminokiseline uz utrosak ATP-a. Nastale aminoacil-tRNA uglavnom sluZe kao supstrati u sintezi
proteina na ribosomima, gdje uslijed sparivanja s odgovaraju¢im kodonom u mRNA sluze kao donori
pripadne aminoacilne skupine rastu¢em polipeptinom lancu. Zbog toga aaRS u stanici sluze kao svojevrsni
prevoditelji ,,jezika nukleotida“ u ,,jezik aminokiselina“. Poznate su 24 razli¢ite obitelji aaRS koje se, prema
svojim strukturnim i mehanisti¢kim karakteristikama, svrstavaju u dva razreda, koji se jos dodatno dijele
na nekoliko podrazreda (Perona & Hadd, 2012; Perona & Grui¢-Sovulj, 2014). Neovisno o razredu, sve
aaRS Kkataliziraju reakciju aminoaciliranja tRNA u dva jasno definirana koraka (mehanizam reakcije
aminoaciliranja prikazan je na slici 2). U prvom koraku dolazi do nukleofilnog napada a-karboksilnog
kiskovog atoma aminokiseline na a-atom fosfora ATP-a, pri ¢emu nastaju aminoacil-adenilat (aa-AMP) i
molekula anorganskog pirofosfata (PP;). Zatim u drugom koraku dolazi do nukleofinog napada 3' ili 2'
hidroksilne skupine terminalnog adenozina (A76) molekule tRNA na a-karbonilni ugljikov atom aa-AMP-a,
¢ime dolazi do prijenosa aminoacilne skupine na molekulu tRNA uz otpustanje AMP-a u otopinu. Hidroliza
molekule PP; katalizirana enzimskom aktivno$¢u anorganske pirofosfataze c¢ini cjelokupnu reakciju
aminoaciliranja termodinamicki povoljnom (Nelson & Cox, 2012). Po pitanju reakcije aminoaciliranja, dva
razreda aaRS se temeljno razlikuju u tome koriste li 2" ili 3' hidroksilnu skupinu prilikom aktivacije

aminokiseline, te u ograni¢avaju¢em koraku same reakcije (Perona & Grui¢-Sovulj, 2014).
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Kako stani¢na masSinerija koja koristi aminoacil-tRNA u pravilu ne provjerava je li na molekulu
tRNA vezana pripadna aminokiselina, to¢nost reakcije aminoaciliranja od iznimne je vaznosti za pravilnu
sintezu proteina i funkcioniranje stanice. Veli¢ina, prisustvo modificiranih parova baza, te specifi¢ni
strukturni elementi molekulama tRNA omogucuju ostvarivanje brojnih specificnih interakcija s aaRS, ¢ime
se osigurava precizno prepoznavanje pripadne tRNA. Nasuprot tome, aminokiseline su male molekule koje
nerijetko mogu nalikovati jedna drugoj $to €ini razlikovanje pripadne aminokiseline od nepripadne znatno
tezim. Cak 10 obitelji aaRS misacilira molekule tRNA u stopi nezanemarivoj za stanicu, zbog ega su
razvile posebne mehanizme popravka pogreske (Perona & Grui¢-Sovulj, 2014) (sumarno prikazani na slici
3). Popravak pogreske dijeli se na popravak prije i nakon prijenosa aminoacilne skupine na tRNA. Popravak
prije prijenosa ukljucuje hidolizu pogresnog aa-AMP-a koju moze katalizirati sintetsko mjesto dane aaRS
(Cvetesic i sur., 2015) ili ona moze biti neenzimska uslijed otpustanja aa-AMP u otopinu. Dodatno se dijeli
na tRNA-ovisan i tRNA-neovisan ovisno o tome dogada li se uz prisustvo ili nedostatak molekule tRNA.
Popravak nakon prijenosa temelji se na hidrolizi esterske veze izmedu nepripadne aminokiseline i tRNA u
posebnoj domeni za popravak pogreske (korektivna domena). Ako dolazi do direktnog prijenosa 3'-kraja
misacilirane tRNA iz sintetskog mjesta u korektivnu domenu taj popravak se naziva in cis, dok u slucaju
kada se misacilirana tRNA prvo otpusta s aaRS, a zatim ponovo veze za korektivnu domenu se on zove in

trans (Perona & Grui¢-Sovulj, 2014).

[ Popravak prije prijenosa ] [ Popravak nakon prijenosa ]

tRNA-neovisan tRNA-ovisan
E +aa + AMP
Korak 1: aktivacija aa ®T+ H,0 Korak 2: prijenos aa

-PP, = )
E +aa + ATP === |E:aa-AMP ““**~ E:aa-AMP:RNA|“**"~ E:aa-tRNA
@| ®|:no @)ho

E + aa-AMP E +aa+ AMP +tRNA E + aa + tRNA
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E + aa + AMP

Slika 3 Shematski prikaz mehanizama popravka pogreske aminoacil-tRNA-sintetaza. (1) tRNA-neovisan popravak pogreske u
sintetskom mjestu enzima. (2) tRNA-neovisan popravak pogreske nakon disocijacije s enzima. (3) tRNA-ovisan popravak pogreske
u sintetskom mjestu enzima. (4) Popravak pogreske nakon prijenosa u domeni za popravak. Slika je preuzeta i prilagodena prema
(Cvetesic i sur., 2012).



3 Aminocil-tRNA-sintetaze kao mehanizam obrane od antibiotika

S obzirom na svoju neizostavnu ulogu u procesu prijenosa geneticke informacije i sinteze proteina,
aminoacil-tRNA-sintetaze uvrijeZena su meta djelovanja raznih antibiotika (Hurdle i sur., 2005; Y. Travin
i sur., 2021). Sojevi otporni na takve antibiotike u pravilu se mogu podijeliti na slabije do srednje otporne
sojeve i visoko otporne sojeve. Za razliku od slabije do srednje otpornih sojeva, kod kojih je otpornost
uglavnom posljedica mutacija u aktivnom mjestu odgovarajuce aaRS (Cookson, 1998; Gentry i sur., 2003;
Poovelikunnel i sur., 2015; Yanagisawa & Kawakami, 2003), visoko otporni sojevi u pravilu ne posjeduju
znacajne mutacije u genu za aaRS. Daljnja istrazivanja genoma visoko otpornih sojeva pokazala su
postojanje dodatnih gena koji kodiraju aaRS otpornu na dani antibiotik (Gentry i sur., 2003; Vecchione &
Sello, 2008; Yanagisawa & Kawakami, 2003). Kako je pokazano da mutacije u aktivnom mjestu aaRS
uglavnom imaju negativan utjecaj na kineticke parametre enzima i bakterijski rast (Green i sur., 2009;
Yanagisawa & Kawakami, 2003), smatra se da je posjedovanje dodatne, inducibilne aaRS otporne na dani
antibiotik selektivna prednost. U takvom sustavu bakterije tijekom normalnog rasta eksprimiraju glavnu
stani¢nu aaRS, koja nerijetko posjeduje bolje kineticke parametre, dok pri pojavi antibiotika dolazi do nagle

1 jake induckije aaRS otporne na njegovo djelovanje, §to omogucava prezivljenje bakterije.

3.1 Triptofanil-tRNA-sintetaza otporne na djelovanje indolmicina i

chuangxinmicina

U jeku rastuce otpornosti bakterija na standardno koriStene antibiotike, farmakoloska istrazivanja
su se okrenula i prema indolmicinu i chuangxinmicinu, strukturnim analozima L-triptofana koji
kompetitivno inhibiraju bakterijsku triptofanil-tRNA-sintetazu (TrpRS). Indolmicin je sekundarni metabolit
porijeklom iz bakterija Streptomyces griesus ATCC 12648 i Pseudoalteromonas luteoviolacea, koji
pokazuje znacajan antimikroban u¢inak na klini¢ke izolate bakterije Helicobacter pylori (Kanamaru i sur.,
2001) i MRSA (eng. methilicin-resistant Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus otporan na
metilicin) (Hurdle i sur., 2004). Sli¢no indolmicinu, chuangxinmicin, porijeklom iz bakterije Actinoplanes
tsinanensis, takoder pokazuje zna¢ajan antimikroban utjecaj na klinicki relevantne bakterije (M. J. Brown i
sur., 2002). Istrazivanjem bakterija roda Streptomyces otkriveno je kako za otpornost na indolmicin i
chuangxinmicin zasluzan gen koji kodira dodatnu TrpRS, nazvanu TrpRS1, koja se svojim strukturnim i

biokemijskim svojstvima razlikuje od glavne stani¢ne TrpRS, zvane TrpRS2.

Od 10 razli¢itih vrsta roda Streptomyces u kojima su otkriveni ortolozi TrpRS1 i TrpRS2, najbolje
su karakterizirane dvije TrpRS iz bakterije Strepromyces coelicolor (Kitabatake i sur., 2002; Vecchione &
Sello, 2008, 2010). Kineti¢ka istrazivanja pokazala su kako je enzim TrpRS2 gotovo 4 puta efikasniji

(mjereno kao omjer kea/ Km vrijednosti danih enzima) u reakciji aminoaciliranja, dok TrpRS1 posjeduje 150



puta vecu konstantu inhibicije (Ki) za indolmicin (Kitabatake i sur., 2002). Daljnja in vivo istrazivanja s
nul-mutantima za gene trpRS1 i trpRS2 potvrdila su kako enzim TrpRS1 bakterijama omogucéava rast uz
prisustvo indolmicina, ali i uz prisustvo chuangxinmicina. Takoder je uofeno kako nul-mutant koji
posjeduje iskljuc¢ivo TrpRS1, usprkos manjoj efikasnosti enzima, ne pokazuje razlike u fenotipu prilikom
rasta u odsutnosti indomicina i chuangxinmicina (Vecchione & Sello, 2008). Ekspresija gena trpRS2
pokazala se konstitutivnom, dok je transkript gena trpRS1 uocen u bakterijama koje su rasle uz prisustvo
indolmicina, chuangxinmicina, te nul-mutantu za gen trpRS2, §to je pokazalo kako je izostanak
aminoacilacijske aktivnosti TrpRS2 dostatan signal za indukciju ekspresije TrpRS1 (Vecchione & Sello,
2008). Istrazivanjem 157 nukleotida dugog vodeceg slijeda (eng. leader sequence) u transkriptu gena trpRS1
otkriveno je kako se regulacija njegove ekspresije odvija atenuacijom transkripcije uz pomo¢ ribosoma,
nalik na trp operon u bakteriji Escherichia coli (vidi sliku 4). Vode¢i slijed sadrzi 4 o¢uvane regije izmedu
kojih su moguc¢a dva medusobno iskljuciva oblika sparivanja: stvaranje ukosnica 1:2 i 3:4, odnosno
stvaranje ukosnice 2:3 (slika 4a). Kako se nizvodno od regije 4 nalazi A+U bogat slijed, smatra se da
ukosnica 3:4 djeluje kao p-neovisan terminator, dok ukosnica 2:3 onemogucava sparivanje 3:4, cime djeluje
kao antiterminator. Regija 1 je sadrzana unutar malog, 39 nukleotida dugog, okvira ¢itanja koji kodira tzv.
vode¢i peptid (eng. leader peptide), a ovisno o bakterijskoj vrsti moZe sadrzavati jedan ili dva triptofanska
kodona. Smatra se da uslijed izostanka aktivnosti TrpRS2 i pada koncentracije triptofanil-tRNAT™ dolazi
do zastajkivanja ribosoma na triptofanskom kodonu, §to omoguéava potpunu transkripciju regije 3 i
stvaranje antiterminatorske 2:3 ukosnice koja podrzava transkripciju cijelog gena (slika 4b). Ako je u stanici
prisutna dovoljna koncentracija aminoacilirane tRNAT™, ne dolazi do opisanog zastajkivanja ribosoma te
on prekriva regiju 2, ¢ime se poti¢e stvaranje ukosnice 3:4 i terminacija transkripcije (slika 4c) (Vecchione
& Sello, 2010). Zanimljivo je kako je transkripcija gena trpRS1 uocena i prilikom tretmana bakterija
serin-hidroksamatom, inhibitorom seril-tRNA-sintetaze, $to implicira ulogu i bakterijskog stresnog

odgovora stringent response u regulaciji ekspresije TrpRS1 (Vecchione & Sello, 2008).
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Slika 4 Regulacija ekspresije gena trpRS2 u bakteriji Streptomyces coelicolor putem ribosomom-posredovane transkripcijske
atenuacije. a) Arhitektura vodeceg slijeda uz naznagene: vode¢i peptid (Zuto), Trp kodon u sklopu vodeceg peptida (crveno), regije
1i 2 (zeleno), te regije 3 i 4 (plavo). Brojevi na 5' i 3' krajevima oznacuju udaljenost od inicijacijskog nukleotida. b) Shematski
prikaz antiterminacije transkripcije zbog zastajkivanja ribosoma na Trp kodonu uslijed nedostatka tripforanil-tRNAT™ u stanici. c)
Shematski prikaz atenuacije transkripcije uslijed prisutnost dovoljne razine tripforanil-tRNAT™ u stanici. Slika je izradena prema
informacijama iz (Vecchione & Sello, 2010).

Istrazivanjem bakterija S. griesus ATCC 12648 i P. luteoviolacea koje su prirodni proizvodaci
indolmicina, odnosno bakterije A. tsinanensis koja je prirodni proizvoda¢ chuangxinmicina, otkriveno je
kako sve tri bakterije posjeduju dodatne TrpRS u okviru genskih klastera zaduzenih za biosintezu danog
antibiotika (Du i sur., 2015, 2019; Shi i sur., 2018). Navedeni geni nisu biokemijski karakterizirani, no
njihova ukljucenost u klasterima za biosintezu antibiotika upucuje kako bi mogli biti otporni na djelovanje
istih (Granato i sur., 2019). lako bakterije S. griseus ATCC 12648 i P. luteoviolacea obje posjeduju genski
Klaster za biosintezu indolmicina (ind klaster), mehanisti¢ke razlike u biosintetskom putu, te niska sli¢nost
aminokiselinskih sljedova odgovarajucih proteina ukazuju na konvergentan razvoj samih klastera, pa tako i
gena za TrpRS (Du i sur., 2019). Iznenadujuce je kako uz spomenuti gen u sklopu biosintetskog klastera,
bakterija S. griseus ATCC 12648 posjeduje jos 2 razli¢ita gena za TrpRS u svome genomu (Du i sur., 2015).
Obje navedene TrpRS konstitutivno su eksprimirane, aminokiselinski sljedovi im se znakovito razlikuju od
TrpRS u ostalim vrstama Streptomyces, a medusobno se razlikuju u otpornosti na indolmicin i
chuangxinmicin (Vecchione & Sello, 2009). Smatra se da je prisutnost ind klastera, a s njime i pripadne
TrpRS, posljedica horizontalnog transfera gena (Du i sur., 2015), no razlog za postojanje dvije konstitutivno

eksprimirane TrpRS jos uvijek nije razjasnjen.

U literaturi je uocen nedostatak cjelokupne analize rasprostranjenosti razli¢itih oblika TrpRS medu
bakterijama. Ograni¢ene analize ukazuju kako se TrpRS1 nalazi uglavnom u vrstama koljena
Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria, Bacilli i Actinomycetia (Vecchione & Sello, 2009), dok
analogna analiza za TrpRS2 ne postoji. Osim u vrstama spomenutim u prethodnim paragrafima, prisustvo

dvije ili viSe TrpRS uoceno je i u vrstama roda Bacillus (Bacillus cereus, Bacillus anthracis i Bacillus



thuringiensis), gdje se regulacija ekspresije TrpRS1 takoder odvija atenuacijom transkripcije, ali preko
T-box ribosklopke karakteristi¢ne za taj rod (Gutiérrez-Preciado i sur., 2009). Sveobuhvatna filogeneti¢ka
analiza razli¢itih TrpRS, nalik analizama na izoleucil-tRNA-sintetazama (ll1eRS) (Cvetesic i sur., 2016) i
metionil-tRNA-sintetazama (J. R. Brown i sur., 2003), omoguc¢ila bi analizu njihovog porijekla, ali i
potencijalnog horizontalnog Sirenja medu bakterijskim vrstama. Dosadasnja istrazivanja jasno ukazuju na
razlog postojanja TrpRS1 u genomu — TrpRS1 daje bakterijama moguénost aminoaciliranja tRNA™ u
prisustvu tvari koje inhibiraju TrpRS2. Ipak, izostanak negativnog fenotipa u bakterijama koje posjeduju
isklju¢ivo TrpRS1 otvara raspravu oko toga zasto neke bakterijske vrste posjeduju oba oblika TrpRS u

svome genomu. Dano pitanje postaviti ¢e se jo§ nekoliko puta u ovome radu.

3.2 Metionil-tRNA-sintetaza otporne na djelovanje sintetskih inhibitora

Istrazuju¢i utjecaj prethodno identificiranih inhibitora metionil-tRNA-sintetaze (MetRS)
(SB-362916, SB-430537 i SB-441513) na rast bakterije Streptococcus pneumoniae, Gentry i sur. (2003)
otkrili su znacajan broj visoko-otpornih sojeva. Daljnjim analizama utvrdeno je kako je za pojavu visoke
otpornosti zasluzan gen koji kodira dodatnu MetRS, nazvanu MetRS2. Aminokiselinski slijed MetRS2
pokazuje najvecu sli¢nost slijedu MetRS iz arheja i eukariota, $to ukazuje da je prisustvo gena metS2 u
bakteriji S. pneumoniae vjerojatno posljedica horizontalnog prijenosa. Pretrage 315 klinickih izolata
bakterije S. pneumoniae pokazale su prisustvo gena metS2 u ¢ak 46 % izolata, ukazujuéi na njegovu
globalnu rasirenost. Prisustvo i MetRS1 i MetRS2 u jednom organizmu, uz S. pneumoniae uoceno je jo§ i u
bakterijama Bacillus anthracis, Bacillus cereus i Clostridium perfringens (J. R. Brown i sur., 2003). To
opazanje je posebice zabrinjavajucée s obzirom na to da su sve ¢etiri navedene bakterije klini¢ki relevantne:
S. pneumoniae je uzro¢nih pneumonije i meningitisa, B. anthracis antraksa, C. perfringens plinske

gangrene, a B. cereus raznih probavnih smetnji i koznih infekcija.

Koristeni inhibitori u potpunosti su sintetski i ne nalikuju niti jednom poznatom prirodnom
antibiotiku, Sto znac¢i da bakterije nikada nisu niti bile izloZzene njihovom djelovanju. U tom kontekstu
pojava i raSirenost MetRS2 je posebice zanimljiva jer implicira da bakterije unutar svog genoma odrzavaju
naizgled redundantan gen. Jedno od moguéih obrazlozenja je da postoje prirodni inhibitori, nalik na
sintetske inhibitore koriStene u danom istrazivanju, koji su stvarali selektivni pritisak za pojavu, odrzavanje,
ali i Sirenje MetRS2 medu bakterijskim populacijama (J. R. Brown i sur., 2003; Gentry i sur., 2003). Pretrage
genoma bakterija koje sadrze MetRS2, kao i bakterija koje s njima dijele stanista, mogle bi poluditi otkricem
novih genskih Klastera za biosintezu sekundarnih metabolita koji djeluju inhibitorno na MetRS. Ovakav
pristup (Sto ¢e biti navedeno i kasnije u tekstu) primjenjiv je i na ostale aaRS koje pridonose otpornosti na

razne sekundarne metabolite.



3.3 Seril-tRNA-sintetaze odgovorne za sintezu i zastitu od albomicina

Albomicin je sekundarni metabolit porijeklom iz nekih bakterija roda Streptomyces koji ulazi u
bakterije preko transportera za Zeljezo, a zatim kao analog seril-adenilata djeluje kao inhibitor
seril-tRNA-sintetaze. Kao takav, albomicin u niskim koncentracijama pokazuje jako antimikrobno
djelovanje protiv klinickih izolata raznih bakterija rodova Staphylococcus, Streptococcus i Enterococcus
(Y. Travin i sur., 2021). Klinicke studije koje potvrduju njegovu iznimnu sigurnost (Gause, 1955), te
nedavno opisana metoda za potpunu kemijsku sintezu (Z. Lin i sur., 2018) otvorile su vrata za buducu
farmakolosku primjenu albomicina i njegovih derivata. Stoga je od posebne vaznosti temeljito istraziti na¢in

rada i Sirenja mehanizma koji bi mogli pridonijeti razvoju otpornosti na albomicin.

Istrazivanje na genskom klasteru za biosintezu albomicina (alb Klaster) u bakteriji Steptomyces sp.
ATCC 700974 otkrilo je kako u alb klasteru postoji gen alb10 koji kodira dodatnu SerRS, nazvanu SerRS2.
Ona se svojim aminokiselinskim slijedom znacajno razlikuje od glavne staniéne SerRS, nazvane SerRS1.
Oba enzima in vitro pokazuju jednaku efikasnost za reakciju aminoaciliranja, uz napomenu da SerRS2 ima
20 puta vece vrijednosti ke, te Km za serin, u odnosu na SerRS1. S druge strane, E. coli u kojima je
temperaturom inaktivirana nativna SerRS, uslijed komplementacije sa SerRS1 pokazuju jaci rast u odnosu
na one komplementirane sa SerRS2. Nadalje, heterologna ekspresije SerRS2 u divljem tipu bakterije E. coli
rezultirala je znatnim porastom u otpornosti na albomicin, te njegov razgradni produkt SB-217452 (Zeng i
sur., 2009). Regulacija ekspresije SerRS2 nije istraZzena, no smatra se da do njezine ekspresije dolazi zajedno

s ostatkom alb klastera.

U kasnijim koracima biosinteze albomicina dolazi do nastanka veze izmedu rastu¢eg prekursora i
L-serina, za koji je potreban seril-adenilat kao donor serilne skupine. Kako albomicin inhibira rad SerRS1,
vjeruje se da je upravo SerRS2 zasluzna za stvaranje navedenog seril-adenilata. Nadalje, smatra se da
poviSena Ky, vrijednosti SerRS2 za serin ograni¢ava sintezu albomicina na uvjere povisene koncentracije

serina u bakteriji (Ushimaru i sur., 2020; Y. Travin i sur., 2021).

Bioinformati¢kim pretragama otkriveno je postojanje genskih klastera nalik alb klasteru u ¢ak 12
drugih bakterijskih vrsta. Polovicu su ¢inili genski klasteri gotovo identi¢ni alb klasteru iz razli¢itih vrsta
roda Streptomyces, dok su preostali klasteri razvrstani u dvije grupe. Klasteri grupe 1 pronadeni su u
bakterijama Streptomyces sp. C i Streptomyces vitaminophilus, te pokazuju visoku sli¢nost alb klasteru.
lako su se klasteri grupe 1 pokazali funkcionalnima, nedostatak nekih gena u odnosu na alb klaster ukazuje
na druk¢iji finalni produkt njihovog biosintetskog puta. Klasteri grupe 2 pronadeni u bakterijama koljena
Proteobacteria i pokazuju znacajne razlike u odnosu na alb klaster. Biosintetski putevi kodirani klasterima
grupe 2, a ni njihovi produkti do sada nisu razjasnjeni. Zanimljivo je kako gotovo svi klasteri, neovisno o

grupi, posjeduju gen za dodatnu SerRS, dok svi klasteri grupe 2 posjeduju gen za dodatnu AsnRS (Y. Travin
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i sur., 2021). U skladu s prethodno opisanom ulogom SerRS2, produkti navedenih gena mogli bi sudjelovati
u biosintezi nekog sekundarnog metabolita, odnosno obrani bakterije od njegovog djelovanja. Navedena
otkri¢a ponovo ukazuju na vaznost gena za aaRS kao determinanti genskih klastera za biosintezu raznih

sekundarnih metabolita.

3.4 lzoleucil-tRNA-sintetaza otporna na djelovanje mupirocina
Izoleucil-tRNA-sintetaze svih zivih organizama mogu se temeljem svojih strukturnih i biokemijskih
karakteristika podijeliti na dva tipa: 1leRS1 i lleRS2. Bakterije koljena Proteobacteria i Firmicutes
uglavnom posjeduju [leRS1, dok se IleRS2 moze prona¢i u nekim vrstama koljena Firmicutes i
Spirochaetes, te kao jedini oblik 1leRS u vrstama koljena Actinobacteria, Chlamydiae i Bacteroidetes.
Postojanje oba oblika IleRS u istoj bakteriji uo¢eno je u genomima bakterija iz obitelji Bacillaceae i bakteriji
P. fluorescens NCIMB 10586 (J. R. Brown i sur., 2003; Cvetesic i sur., 2016; Zanki i sur., 2022), te u
bakterijama rodova Staphylococcus i Streptococcus gdje je 1leRS1 kodirana genomom, a 1leRS2 plazmidom

(do Carmo Ferreira i sur., 2011; Oliveira i sur., 2009).

Mupirocin je antibiotik porijeklom iz bakterije Pseudomonas fluorescens koji djeluje kao efikasan
kompetitivni inhibitor IleRS1. Kao takav pokazuje iznimnu antimikrobnu aktivnost protiv vecine
Gram-pozitivnih i nekih Gram-negativnih bakterija reda Bacilli (Poovelikunnel i sur., 2015). Za razliku od
lleRS1, 1leRS2 u pravilu pokazuje visoku otpornost na djelovanje mupirocina, iako se razina otpornosti
moze znacajno razlikovati od vrste do vrste (Cvetesic i sur., 2016; J. Hughes & Mellows, 1980; Zanki i sur,
2022). S obzirom na to da ljudi posjeduju IleRS2, mupirocin se koristi kao topikalni antibiotik u lijecenju
MRSA (Ammerlaan i sur., 2009; Coates i sur., 2009; Harbarth i sur., 1999), te raznih koznih infekcija i

inficiranih rana. Stoga su istrazivanja mehanizama otpornosti na mupirocin od iznimne vaznosti.

Biokemijske, kineticke i regulacijske karakteristike oba tipa [leRS najbolje su istrazene u bakteriji
Priestia megaterium (Zanki i sur., 2022). S jedne strane 1leRS2 se pokazala otpornijom na djelovanje
mupirocina, dok se IleRS1 s druge strane pokazala kineti¢ki superiornijim enzimom, koji podrzava brzu
stopu translacije. Ipak, zanimljivo je da usprkos tome ne postoji razlika u fenotipu nul-mutanata za IleRS1
i nul-mutanata za 11eRS2. Valja napomenuti kako nije dobiven mutant kojemu nedostaje iskljucivo IleRS1,
ve¢ su u procesu izgubljena i dva od Sest nativnih plazmida divljeg soja, zbog ¢ega ovom rezultatu treba
oprezno pristupiti. Ipak, jasno je pokazano kako je IleRS2 i vise nego dostatna za odrzavanje
izoleucil-sintetazne aktivnosti u bakteriji P. megaterium. Ekspresija [leRS1 pokazala se konstitutivno $to je
u skladu s ¢injenicom da je promotor gena ileS1 pod kontrolom glavne ¢ podjedinice. Nasuprot tomu
[1eRS2 nije eksprimirana u normalnim uvjetima, ve¢ je uocena njena snazna indukcija u prisustvu
mupirocina, za koju se smatra da je posljedica medudjelovanja stani¢nog odgovora stringent response i

T-box ribosklopke, koja regulira transkripciju gena ovisno o razini pripadne aminoacilirane tRNA u stanici.

11



Nadalje u kontroli ekspresije [1eRS2 implicirani su i transkripcijski represori uklju¢eni u SOS odgovor

(LexA i ArgR2).
3.5 Ostale aminoacil-tRNA-sintetaze u zastiti stanice od sekundarnih metabolita

Uz ve¢ spomenute klastere za biosintezu albomicina i indolmicina, geni za aaRS pronadeni suiu
klasterima za biosintezu borrelidina (Olano i sur., 2004), mikrocina C (Y. Travin i sur., 2021), agrocina 84
(Reader i sur., 2005), tiomarinola (Fukuda i sur., 2011), te kladosporina (Cochrane i sur., 2016). Proteinski
produkti navedenih gena u pravilu su slabo karakterizirani, te su kao takvi idealni kandidati za buduca

istrazivanja.

Borrelidin je makrolidni antibiotik porijeklom iz nekoliko vrsta roda Streptomyces koji djeluje kao
nekompetitivni inhibitor bakterijskih i eukariotskih treonil-tRNA-sintetaza (ThrRS). Izrazena antifungalna,
antimikrobna, antimalarijska, ali i antiangiogena svojstava cine borrelidin i njegove analoge, poput
borrelidina B, idealnim kandidatima za farmakoloSku primjenu (Olano i sur., 2004; Ruan i sur., 2005).
Istrazivanjem genskog klastera za biosintezu borrelidina (bor klaster) u bakteriji Streptomyces parvulus
Tii4055 otkriven je gen borO koji kodira dodatnu ThrRS. Heterologna ekspresija gena borO u bakteriji
Streptomyces albus podarila je bakteriji otpornost na borrelidin (Olano i sur., 2004). Navedeno ukazuje kako

ThrRS kodirana genom borO sluzi u zastiti bakterije od djelovanja borrelidina koji sama proizvodi.

Mikrocin C je mali peptidni antibiotik porijeklom iz nekih vrsta obitelji Enterobacteriaceae koji
djeluje kao kompetitivni inhibitor aspartil-tRNA-sintetaze (AspRS) (Metlitskaya i sur., 2006). Potentan je
inhibitor rasta nekoliko patogenih enterobakterija, $to otvara vrata za njegovu primjenu u dizajnu
probiotskih sojeva (Cursino i sur., 2006). Tako vec¢ina genskih klastera za biosintezu mikromicina C i njemu
sli¢nih spojeva (mmc klasteri) posjeduju tri gena (mmcF, mmcE i mmcH) koji bakteriji pruzaju otpornost na
egzogeni i endogeni mikromicin, mmc klasteri iz nekih bakterija koljena Actinobacteria posjeduju gen za
dodatnu AspRS (Y. Travin i sur., 2021). lako karakteristike navedene AspRS za sada nisu poznate, moguce
je da nalik na prethodno opisane aaRS sudjeluje u obrani bakterije od djelovanja mikromicina C i njemu

slicnih spojeva.

Agrocin 84 sekundarni metabolit porijeklom iz bakterije Rhizobium rhizogenes K84' koji djeluje
kao inhibitor leucil-tRNA-sintetaza (LeuRS). Od iznimne je ekonomske vaznosti jer pruza efikasan nacin
biokontrole sojeva Rhizobium radiobacter koji uzrokuju tumor vrata korijena (Kerr & Bullard, 2020).
Genski klaster za biosintezu agrocina 84 (agn klaster) nalazi se na konjugativnom plazmidu pAgK84, te

sadrzi gen agnB2 koji kodira dodatnu LeuRS. Dodatna LeuRS in vitro je 1000 puta manje osjetljiva na

! Bakterija Rhizobium rhizogenes K84 se u literaturi jos moZe pronaci pod svojim zastarjelim imenom Agrobacterium
radiobacter 84, dok se bakterija Rhizobium radiobacter moze pronadi pod imenom Agrobacterium tumerfaciens.
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inhibiciju agrocinom 84 u odnosu na glavnu LeuRS u stanici, §to ukazuje na njezinu zastitnu ulogu u
bakterijama koje sintetiziraju agrocin 84 (Reader i sur., 2005). U raznim bakterijama koljena Actinobacteria
pronadeni su biosintetski klasteri koji nalikuju agn klasteru. Zanimljivo je kako gotovo svi ti klasteri sadrze
gen za dodatnu MetRS, §to moze ukazivati da je funkcija MetRS potrebna za biosintezu odgovarajuceg
sekundarnog metabolita, odnosno da je inhibicija MetRS cilj djelovanja inhibitora, od kojega dodatna
MetRS pruza zastitu (Y. Travin i sur., 2021).

Tiomarinoli su skupina sekundarnih metabolita porijeklom iz bakterije Pseudoalteromonas sp.
SANK 73390 koji djeluju kao inhibitori izoleucil-tRNA-sintetaze. Rije¢ je o hibridnim spojevima koji se
sastoje od analoga pseudomonic¢ne kiseline i pirotinskog biciklickog prstena. Od posebnog su interesa u
farmakoloskoj industriji zbog svojeg antibiotskog djelovanja ha Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije
(Shiozawa i sur., 1993), te izolate MRSA otporne na djelovanje mupirocina (Fukuda i sur., 2011).
Produkcija tiomarinola, ali i otpornost na njegovo djelovanje, ovise o biosintetskom genskom Klasteru (tlm
klaster) koji se nalazi na plazmidu pTML1. Unutar tml klastera nalazi se gen tmIM koji kodira dodatnu
lleRS, ¢ija heterologna ekspresija u E. coli pruza bakteriji visoku otpornost na djelovanje tiomarinola
(Fukuda i sur., 2011). Navedeni rezultat ukazuje kako TmIM bakteriji omoguéava sposobnost

aminoacilacije tRNA" i ugradnje izoleucina u proteine u prisustvu tiomarinola.

lako je tematika rada vezana za bakterije, kako bi se ukazala raSirenost aaRS kao obrambenih
mehanizama u sklopu genskih klastera za biosintezu antibiotika, slijedi kratki osvrt i na sli¢nu pojavu u
eukariotskim organizmima. Kladosporin je izokumarinski antibiotik porijeklom iz gljive Cladosporium
cladosporoides, ali i nekih vrsta rodova Chaetomium, Penicillium, Eurotium i Asperegillus, koji djeluje kao
potentan inhibitor lizil-tRNA-sintetaze (LysRS). Njegova antimikrobna, antifungalna, a posebice
antimalarijska svojstva ¢ine ga obecavajuéim za farmakolo$sku primjenu (Wang i sur., 2016). Unutar
genskog klastera za biosintezu kladosporina (cla klaster) uocen je gen cla4 koji kodira dodatnu LysRS. lako
enzim Cla4 nije biokemijski okarakterizirana, pokazuje strukturne sli¢nosti s LysRS iz Saccharomyces
cerevisiae koja je otporna na inhibiciju kladosporinom (Cochrane i sur., 2016). Iz toga se dade zakljuciti da

Cla4 stiti stanice od djelovanja kladosoporina kojeg proizvode.

Gotovo sve dodatne aaRS navedene u ovom poglavlju nisu adekvatno biokemijski i strukturno
karakterizirane, te se saznanja o njihovom djelovanju temelje na ograni¢enim in vivo eksperimentima i
strukturnim indikacijama. Posebice je problemati¢an nedostatak kvalitetnih filogeneti¢kih analiza, te analiza
rasprostranjenosti danih gena u bakterijskim populacijama i klinickim izolazima. Kako navedeni sekundarni
metaboliti pokazuju visok farmakoloski potencijal, horizontalno Sirenje odgovarajuéih gena za otpornost

potencijalno predstavlja ozbiljan zdravstveni problem, te je od iznimne vaznosti pravovremeno ga uogiti.
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4  Aminoacil-tRNA-sintetaze u sklopu biosinteze sekundarnih

metabolita

Osim svoje kanonske uloge u biosintezi proteina, aminoacilirane tRNA u bakterijama sudjeluju i u
drugim esencijalnim procesima poput sinteze peptidoglikana, modifikacije stani¢ne membrane,
oznacavanju proteina za degradaciju, te biosintezi raznih tetrapirola. IstraZivanja provedena tijekom zadnja
dva desetljeca ukazala su i na veliku ulogu aminoacilirane tRNA u biosintetskim putevima raznih
sekundarnih metabolita (Moutiez i sur., 2017). Veéina takvih biosintetskih puteva koristi aminoaciliranu
tRNA nastalu uslijed aktivnosti glavne stani¢éne aminoacil-tRNA-sintetaze, no postoje i biosintetski klasteri
koji kodiraju vlastite aaRS koje Cesto pokazuju drukcija strukturna i biokemijska svojstva. Ve¢ je spomenut
primjer enzima SerRS2 u sklopu alb klastera koji stvara seril-adenilat potreban u biosintetskom putu
albomicina (Vidi poglavlje 2.2). Biosinteza valanimicina 22 i sulfonamidnih antibiotika takoder ovisi o
aktivnosti dodatne aaRS, kodirane genom u sklopu danog biosintetskog klastera.

Valanimicin 22 je prirodni azoksi antibiotik porijeklom iz bakterije Streptomyces viridifaciens
MG456-hF10. Uoceno je da pokazuje blaga antibakterijska i antitumorska svojstva (Yamato i sur., 1986),
no toan mehanizam njegovog djelovanja jo§ uvijek nije poznat. Jedan od zavrSnih koraka sinteze
valanimicina 22 uklju¢uje prijenos serilne skupine sa seril-tRNAS" na rastu¢i prekursor. Smatra se da je za
nastanak seril-tRNAS potrebne u biosintezi valanimicina 22 zasluzna dodatna SerRS, kodirana genom vimL
unutar biosintetskog klastera za sintezu valanimicina 22 (vim klaster). To pokazuje ¢injenica da disrupcijom
gena vimL dolazi do zna¢ajno smanjene sinteze valanimicina 22. Ipak, kako ne dolazi do potpunog izostanka
sinteze, vjeruje se da u izostanku aktivnosti VImL bakterija moze koristiti i seril-tRNAS" koja je produkt
glavne stani¢ne SerRS, zvane SvsR (Garg i sur., 2002). U usporedbi sa SvsR, VImL se pokazao oko 4 puta
manje efikasnim za reakciju aktivacije serina, ali gotovo 6 puta efikasnijim za ukupnu reakciju
aminoaciliranja (Garg i sur., 2006), §to bi moglo objasniti pad u razini sinteze valanimicina 22 uslijed
disrupcije VImL. Nadalje, VImL se znatno razlikuje od SvsR i njenih homologa u slijedu svoje N-terminalne
domene, koja u SerRS inace sluzi za vezanje pripadne tRNA. Moguce je da promijene u N-terminalnoj
domeni VImL omogucavaju interakcije s drugim proteinima vim klastera i svojevrsnu kompartmentalizaciju
biosintetskog procesa (Garg i sur., 2006). Daljnjim trazenjem ortologa gena vimL, u genomima bakterija
Streptomyces avermitilis i Frakia sp. pronadeni su genski klasteri koji svojim slijedom i arhitekturom

iznimno podsjecaju na vim klaster (Garg i sur., 2006).

U potrazi za novim inhibitorima izoleucil-tRNA-sintetaze (1leRS), Stefanska i sur. (2000) su iz
bakterije Streptomyces sp. NCIMBA40513 izolirali dva sulfonamida, SB-203207 i SB-203208, koji izrazito

inhibiraju aktivnost 1leRS iz raznih bakterija i sisavaca. Navedeni spojevi pokazuju visoku sli¢nost s
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altemicidinom, sulfonamidom koji ima izrazena insekticidna i antitumorska svojstva. Gotovo 20 godina
kasnije, pretragom genoma bakterije Streptomyces sp. NCIMB40513 za genima koji kodiraju 1leRS,
otkrivena su dva gena, Ssp-11eRS i shzA (Hu i sur., 2019). Gen shzA nalazi se unutar 20 kb velikog genskog
klastera za biosintezu navedenih sulfonamida (sbz klaster). Enzim ShzA u pravilu katalizira reakciju
prijenosa izoleucilne skupine s izoleucil-tRNA" na rastuéi prekursor, ali u odsutnosti Ssp-IleRS moze
katalizirati i reakciju aminoaciliranja, no s manjom efikasno$¢u. Nazalost, kineticki parametri enzima SbzA
i Ssp-11eRS, kao i njihova osjetljivost na djelovanje danih sulfonamida, do sada nisu ustanovljeni. Ipak,
proteinski ekstrakt iz bakterije Streptomyces sp. NCIMB40513 koji sadrzi sve stanine
aminoacil-tRNA-sintetaze pokazao je viSe od 200 puta manju osjetljivost na djelovanje SB-203207 u
odnosu na proteinske ekstrakte iz srodnih bakterijskih vrsta i te Stakora (Stefanska i sur., 2000). Kako u shz
klasteru nije identificiran neki drugi gen koji bi pruzao otpornost na djelovanje navedenih sulfonamida,

moze se pretpostaviti da, nalik na ostale biosintetske klastere, upravo enzim SbzA ispunjava tu ulogu.

Dva opisana primjera jasno ukazuju na potencijal gena za dodatne aaRS u otkrivanju novih genskih

klastera za biosintezu sekundarnih metabolita.
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5 Aminoacil-tRNA-sintetaze u zastiti stanica od D-aminokiselina

Svi poznati organizmi sintetiziraju, te tijekom sinteze proteina koriste gotovo isklju¢ivo
L-aminokiseline. Medutim, u bakterijama, D-aminokiseline, u pravilu dobivene iz svojih L-enantiomera
katalitickim djelovanjem enzima racemaza, igraju vaznu ulogu u sintezi i regulaciji svojstava
peptidoglikanskog omotaca (Aliashkevich i sur., 2018; Lam i sur., 2009). Nadalje, u bakteriji Bacillus
subtilis D-aminokiseline sluze u neribosomskoj sintezi membranskih lipoproteina antimikrobnih i
antifungalnih svojstava poput sufraktina, iturina i fengicina (Ongena & Jacques, 2008), te tijekom procesa
razgradnje i razlaganja biofilmova (Kolodkin-Gal i sur., 2010). S druge strane, D-aminokiseline, a posebice
D-tirozin, mogu se ugraditi u stani¢ne proteine ¢ime inhibiraju rast bakterijskih kultura i uspostavljanje
biofilmova (Champney & Jensen, 1969, 1970; Leiman i sur., 2013). S obzirom da glavna stani¢na
tirozil-tRNA-sintetaza TyrS ne razlikuje D-Tyr od L-Tyr u zadovoljavaju¢oj mjeri (Leiman i sur., 2015),
mnogi mikroorganizmi posjeduju gen dtd koji kodira D-tirozil-tRNA deacilazu, enzim koji katalizira
hidroliticko cijepanje esterske veze izmedu tRNA™" i D-Tyr (Calendar & Berg, 1967; Soutourina i sur.,
2000). Ipak, otkriveno je kako uobi¢ajeni laboratorijski sojevi bakterije B. subtilis 3610 i 168 posjeduju
mutaciju koja inaktivira gen dtd, ¢ineci bakterije osjetljive na inhibitorno djelovanje D-Tyr (Leiman i sur.,
2013). Upravo ta Cinjenica je potakla istrazivanja mogucih alternativnih mehanizama tolerancije prema D-

Tyr u navedenim sojevima B. subtilis.

Krajem proslog stoljeca, postepenim sekvencioniranjem genoma bakterije B. subtilis, otkriven je
gen tyrZ koji kodira dodatnu, naizgled suvi$nu tirozil-tRNA-sintetazu (TyrRS) (Glaser i sur., 1991).
IstraZivanja na mutantima otpornima na D-Tyr otkrila su kako mutacija A202V u glavnoj stani¢noj TyrRS,
zvanoj TyrS, uzrokuje promjenu geometrije veznog mjesta za Tyr §to povecava njegovu specifi¢nost za
L-Tyr naspram D-Try gotovo 7 puta, dok je posebice zanimljivo bilo otkri¢e da slicnu geometriju veznog
mjesta posjeduje i prethodno navedeni enzim TyrZ (Leiman i sur., 2015). Paralelna istrazivanja pokazala su
kako je enzim TyrZ pokazala su kako je on 170 puta manje efikasan u aktivaciji D-Tyr, te 7 puta manje
efikasan u aktivaciji L-Tyr u odnosu na TyrS. Ti rezultati ukazuju kako je TyrZ opcenito manje efikasan
enzim, ali je znatno specifi¢niji za L-Tyr naspram D-Tyr u odnosnu na TyrS, Sto i potvrduje Cinjenica da
TyrZ podrzava rast biofilmova i uz prisustvo in¢e inhibitornih koncentracija D-Tyr (Williams-Wagner i sur.,
2015). Usprkos manjoj efikasnosti TyrZ, istrazivanjem nul-mutanata za gene tyrS i tyrZ ustvrdeno je kako
u odsutnosti D-Tyr oba gena jednako dobro podrZavaju bakterijski rast i u bogatim i u minimalnim medijima.
Regulacija ekspresije TyrS odvija se pomoc¢u T-box ribosklopke (Grundy & Henkin, 1993; Henkin i sur.,
1992), dok regulacija ekspresije TyrZ uz T-box ribosklopku ukljucuje i transkripcijski represor dtrR iz
obitelji regulatora MarR, zaduZenoj za regulaciju gena uklju¢enih u metabolizam, stresne odgovore,

transportne sustave i virulenciju (Williams-Wagner i sur., 2015). Valja napomenuti kako jo§ uvijek nisu
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poznati to¢ni uvjeti koji potiu otpustanje represora DtrR i derepresiju gena tyrZ. Skupno, navedeni rezultati
upucuju kako TyrS u normalnim uvjetima rasta sluzi kao glavna TyrRS u bakteriji B. subtilis, dok ju TyrZ

§titi od inhibitornog utjecaja D-Tyr na rast kultura i formaciju i biofilmova.

Zanimljivo je kako bakterije Thermotoga maritima, Aquifex aeolicus, Thiobacillus ferrooxidans, te
neke vrste reda Proteobacteria sadrze iskljuc¢ivo gen tyrZ (Williams-Wagner i sur., 2015), §to dodatno
potvrduje kako je enzim TyrZ sposoban samostalno podrzavati bakterijski rast. S obzirom na to da smanjena
in vitro efikasnost enzima TyrZ naizgled ne predstavlja veliki problem za bakterije in vivo, a njegova
ekspresija omogucava bakteriji rast uz prisustvo inace inhibitornih koncentracija D-Tyr, postavlja se pitanje
zaSto B. subtilis, ali i neke druge bakterijske vrste, poput Pseudomonas aeruginosa, Clostridium
acetobutylicum i Clostridium botulinum, posjeduju obje vrste TyrRS (Williams-Wagner i sur., 2015). Jedno
od mogucih obrazlozenja lezi u razlicitoj osjetljivosti TryS i TyrZ na djelovanje razli¢itih inhibitora. Naime,
Williams-Wagner i sur., (2015) navode kako je opaZena razlika u osjetljivosti dvije TyrRS na analoge
tirozina u bakteriji B. subtilis. Sukladno s time, istrazivanja na bakteriji P. aeruginosa takoder su pokazala
razli¢it utjecaj sintetskih inhibitora na aktivnost TyrS i TyrZ (Hughes i sur., 2020). Stoga je zaista moguce
da TyrS, osim kanonske uloge aminiaciliranja tRNAT™, donosi bakterijama otpornost na razne inhibitore.
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6 Aminoacil-tRNA-sintetaze implicirane u sporulaciji

U bakteriji Bacillus subtilis su krajem proslog stoljeca otkriveno je postojanje dodatne ThrRS (Putzer
i sur., 1990) i ValRS (Ohyama i sur., 1977). Na njima su provedena ograniéena istrazivanja koja ukazuju da

oba enzima mozebitno sudjeluju u procesu sporulacije.

Geni thrS i thrZ kodiraju dvije ThrRS koje se medusobno znatno razlikuju u svojem
aminokiselinskom slijedu. Enzim ThrS pokazuje konstitutivnu ekspresiju tijekom bakterijskog rasta, dok se
ThrZ pokazao inducibilnim, te nije eksprimiran tijekom normalnog rasta, osim u slucaju disrupcije gena
thrS. Zanimljivo je kako bakterije koje posjeduju samo thrS jednako dobro rastu, te prolaze procese
sporulacije i germinacije kao i bakterije koje posjeduju iskljuéivo thrZ (Putzer i sur., 1992). Regulacija
ekspresije ThrS i ThrS prema dosada$njim saznanjima odvija se na 3 razine: na razini promotora,
antiterminacije T-box ribosklopkom, te procesiranja gotovog transkripta endonukleazama. Gen thrS je pod
kontrolom promotora koji prepoznaje glavnu c-podjedinicu SigA $to upucuje da je rijec o glavnoj stani¢noj
ThrRS (Putzer i sur., 1992). S druge strane, gen thrZ je pod kontrolom promotora alternativne c-podjedinice,
SigH koja regulira gene zaduZene u dijelovima procesa sporulacije (Putzer i sur., 1990). Ekspresija oba gena
je pod kontrolom T-box ribosklopke (Putzer i sur., 1990, 1992; Gendron i sur., 1994) koja potice atenuaciju
transkripcije u uvjetima dovoljne razine Thr-tRNA™, stvaraju¢i terminatorske strukture. Upravo zato je
ekspresija obje ThrRS uocena u uvjetima starvacije treoninom (Putzer i sur., 1992), kada uslijed nedostatka
Thr-tRNAT™ umjesto terminatorske, dolazi do formacije antiterminatorske strukture, a posljedi¢no i potpune
transkripcije gena. Ipak, geni se razlikuju u tome sto vodeci slijed thrS sadrzi samo jednu T-box ribosklopku,
dok ih vodeci slijed thrZ sadrzi ¢ak tri, $to ukazuje na znatno strozu kontrolu njegove ekspresije (Putzer i
sur., 1992). Zavr$nu razinu kontrole oba gena provode endonukleaze J1 i J2 koje cijepanjem mRNA,
preferentno u antiterminatorskoj strukturi, dovode do nastajanja krac¢eg i znatno stabilnijeg transkripta.
Vjeruje se da u uvjetima nedostatka Thr-tRNA™ nakon transkripcije dolazi do reformacije
antiterminatorskih struktura u molekulama mRNA, §to poti¢e njihovo cijepanje i nastajanje stabilnije forme
transkripta, koja zatim osigurava dugotrajniju ekspresiju ThrS i ThrZ (Condon i sur., 1996; Even i sur.,
2005). Takva ,,suradnja“ mehanizama T-box ribosklopke i procesiranja mRNA pretpostavlja se i u ostalim
aaRS u bakteriji B. subtilis. Oba gena za ThrRS, kao i uoc¢eni raspored T-box ribosklopki uoceni su i u
genomima jo§ nekih bakterija roda Bacillus (Bacillus clausii i Bacillus pumilus) (Gutiérrez-Preciado i sur.,
2009). Skupno, ekspresija gena thrZ pokazuje znatno strozi oblik regulacije koji osigurava njegovu
ekspresiju u vrlo specifiénim uvjetima u stanici. Razlog postojanja dva gena za ThrRS u genomu jo$ uvijek

nije poznat, no alternativna c-podjedinica SigH upucuje na mozebitnu ulogu ThrZ u procesu sporulacije.

Usporedujuci proteinske ekstrakte iz stanica bakterije B. subtilis u vegetativnom rastu i onih u procesu

sporulacije, Ohyama i sur. (1977) uo¢ili su postojanje valil-tRNA-sintetaze (ValRS) aktivnosti u dvije
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skupine kormatografskih frakcija koje se eluiraju pri razli¢itim koncentracijama NaCl. Uocenu razliku su
atribuirali razli¢itim formama ValRS, koje su nazvali E-I i E-11. Forma E-II ¢inila je glavninu uo¢ene ValRS
aktivnosti tijekom cijelog stani¢nog ciklusa bakterije. Ipak, relativni udio aktivnosti E-IlI pokazao se
znacajan tijekom zavrSetka procesa sporulacije, za razliku od aktivnosti E-I ¢iji je udio pokazao znacajan
skok u ranim fazama sporulacije (Ohyama i sur., 1983). Sukladno tim rezultatima, forma E-Il predstavlja
glavnu stani¢nu ValRS, dok forma E-I predstavlja ValRS s mozebitnom ulogom u ranim fazama sporulacije.
Nadalje, E-1 i E-II se razlikuju i u svojoj specifi¢nosti za dvije izoakceptorske tRNAV¥, tako da E-II
uglavnom aminoacilira tRNA;"¥, dok E-1 podjednako aminoacilira i tRNA;"? i tRNA," (Ohyama i sur.,
1983). Razlika u specifi¢nosti za izoakceptore u kombinaciji s prethodno opisanim promjenama razine
aktivnosti formi E-1 i E-II rezultira poveéanjem koncentracije valil-tRNA,V¥ i padom koncentracije
valil-tRNA; v u bakterijama u ranim fazama sporulacije (Ohyama i sur., 1984). Promijene relativnog omjera
izoakceptorskih tRNA u stanici i njezina potencijalna uloga u procesu sporulacije ve¢ ranije je uocena i kod
tRNA, no jo$ uvijek nije razrijeSena (Chuang & Doi, 1972). Ipak, dobiveni rezultati nedvojbeno pokazuju
kako razli¢ite forme ValRS imaju neku ulogu u ranijim stadijima sporulacije u bakteriji B. subtilis. Valja
napomenuti kako u genomu B. subtilis za sada potvrden samo gen valS ¢iji proteinski produkt
karakteristikama odgovara formi E-Il, dok u literaturi nisu niti uo¢eni pokusaji za pronalaskom gena koji bi
kodirao formu E-I. Ipak, pokazano je kako disrupcija gena valS nije letalna, §to pruza ¢vrst dokaz kako u
genomu B. subtilis postoji barem jo$ jedan gen za ValRS (Luo i sur., 1997), a koji bi mogao odgovarati

formi E-I.

Daljnja kineticka i geneticka istrazivanja mogla bi preciznije ukazati na ulogu navedenih aaRS u
bakteriji B. subtilis i njenom procesu sporulacije. U skladu s time, za otkri¢e njihovih uloga od velike
vaznosti je razjasniti i ulogu razli¢itih omjera izoakceptora u procesu inicijacije sporulacije. Nadalje, bilo bi
zanimljivo istraziti je li postojanje dodatnih ThrRS i ValRS specifi¢no za bakteriju B. subitlis ili su one

prisutne i u drugim bakterijama koje sporuliraju.
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7 Lizil-tRNA-sintetaza u stresnoj signalizaciji bakterije E. coli

Za razliku od svih ostalih aaRS, koje su kodirane samo jednim genom, bakterija E. coli u svojemu
genomu posjeduje dva gena koji kodiraju lizil-tRNA-sintetaze (LysRS) zvane lysS i lysU. Njihovi proteinski
produkti pokazuju iznimno visoku sli¢nost u aminokiselinskom slijedu, izoelektricnim tockama, veli¢ini
monomera i peptidnim mapama (Clark & Neidhardt, 1990). Kineticki parametri pokazuju kako je LysS
otprilike dvostruko efikasnija u reakciji aminoaciliranja tRNAL® od LysU, dok obratno vrijedi za reakciju
aktivacije lizina (Brevet i sur., 1995). Oba enzima u stanju su podrzati bakterijski rast pri normalnoj
temperaturi, no pokazuju razliCite karakteristike prilikom rasta prvi poviSenoj, odnosno sniZenoj
temperaturi. Nul-mutanti za gen lysS losije rastu pri sniZzenoj temperaturi (Lévéque i sur., 1991), dok se kod
nul-mutanata za lysU u nekim istrazivanjima uocava znatno losiji rast pri poviSenoj temperaturi (Clark &
Neidhardt, 1990), a u nekima se ne uo¢ava gotovo nikakva razlika (Lévéque i sur., 1991). Takav rezultat, u
kombinaciji s visokom temperaturnom stabilno$¢u LysU (Theoclitou i sur., 1996) koja je gotovo 2,5 puta
veéa od temperaturne stabilnosti LysS (Brevet i sur., 1995), ukazuje da LysU odrzava aktivnost
aminoaciliranja tRNAY* u E. coli pri uvjetima povisene temperature. S druge strane, lo$iji rast nul-mutanata
za lysS pri nizim temperaturama smatra se posljedicom gaSenja ekspresije lysU, ¢ime dolazi do nedostatka

lizil-tRNA-sintetazne aktivnosti u bakterijskim stanicama (Lévéque i sur., 1991).

Postoji znacajna razlika u regulaciji ekspresije LysS i LysU, koja je i reflektirana u njihovim razli¢itim
funkcijama. Gen lysS konstitutivno je eksprimiran u stanici u svim uvjetima rasta §to ukazuje na njegovu
ulogu glavne stani¢ne LysRS (Clark & Neidhardt, 1990). Nasuprot tome, lysU posjeduje iznimno nisku
bazalnu razinu ekspresije, a inducira se tijekom rasta u specifi¢nim uvjetima rasta koji ukljuéuju: prisustvo
L-alanina, L-leucina, L-glicil-leucina ili D-fruktoze, rast u anaerobnim uvjetima ili uvjetima niskog pH, te
rast u uvjetima poviSene temperature. Zanimljivo je kako za razliku od aaRS navedenih u prethodnim
poglavljima, LysS i LysU medusobno ne utjecu na svoju ekspresiju, te uslijed pada aktivnosti LysS ne dolazi

do porasta aktivnosti LysU i obratno (Lévéque i sur., 1991).

lako su stanicne membrane svih organizama, pa tako i bakterija, nepropusne za slobodnu difuziju
vodikovih protona, rast u uvjetima niske pH vrijednosti u pravilu rezultira zakiseljavanjem bakterijske
citoplazme. Za to su odgovorne molekule poput slabih organskih kiselina, koje se na niskom pH izvan
stanice protoniraju, te time prelaze u svoj neutralan, lipofilan oblik koji lako difundira kroz stani¢nu
membranu. Dolaskom u citoplazmu gdje vladaju uvjeti viSeg pH, slabe organske kiseline se ponovo
deprotoniraju, ¢ime postupno smanjuju unutarstani¢énu pH vrijednost (Hirshfield i sur., 2003; Lund i sur.,
2020). Nadalje, tijekom rasta u anaerobnim uvjetima u bakterijama Cesto dolazi do nemogucénosti
odrzavanja stabilnog pH gradijenta na membrani i posljedi¢nog pada unutarstanicne pH vrijednosti

(Lévéque i sur., 1991). Stoga se smatra da je zakiseljavanje citoplazme signal za indukciju ekspresije LysU
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tijekom rasta u uvjetima niske izvanstani¢ne pH vrijednosti, ali i rasta u anaerobnim uvjetima. Uoceno je
kako se uzvodno od gena lysU i gena cadB nalazi gotovo identi¢an 27 nukleotida dugacak slijed, §to ukazuje
na mozebitnu zajedni¢ku razinu regulacije (Lévéque i sur., 1991). Gen cadB skupa s genom cadA ¢ini
operon cadBA koji sluzi u stani¢cnom odgovoru E. coli na rast u uvjetima niskog pH. Proteinski produkt
cadA je citoplazmatska lizin-dekarbokslilaza koja, uz utroSak jednog vodikovog iona, lizin pretvara u
kadaverin i CO,. Nastali kadaverin se zatim u zamjenu za lizin izbacuje iz stanice transmembranskim
antiporterom za koji kodira cadB (Tetsch i sur., 2008). Operon cadBA je pod kontrolom promotora Pcaq Koji
sadrzi dva vezna mjesta, CAD1 i CAD2, za transmembranski transkripcijski aktivator CadC. Slijed koji su
Lévéque i sur. (1991) uocili uzvodno od gena cadB i lysU upravo je dio veznog mjesta CAD1 (Kiiper &
Jung, 2005). U uvjetima dostatne koncentracije lizina i niskog pH, CadC formira dimer i prolazi kroz
nekoliko konformacijskih promjena te vezanjem na vezna mjesta CAD1 i CAD2 omogucava ekspresiju
cadB i cadA (Brameyer i sur., 2019; Haneburger i sur., 2011), as njima i lysU. Na taj na¢in bakterija E. coli,
uz utrosak izvanstani¢nog lizina, izbacuje visak H* iona iz citoplazme. Ipak, navedeni sustav ima problem
utoliko da u stanici prolazno smanjuje koncentraciju lizina, a povecava koncentraciju kadaverina, koji moze
djelovati kao kompetitivni inhibitor LysRS (Brevet i sur., 1995). Upravo se tu u pri¢u uklapa paralelna
ekspresija LysU i cad sustava. Naime, pri uvjetima u kojima je cad sustav aktivan, LysU pokazuje 6 puta
vecu otpornost na inhibiciju kadaverinom od LysS (Brevet i sur., 1995). Stoga se smatra da je jedna od
uloga LysU osiguravanje stani¢ne lizil-tRNA-sintetazne aktivnosti od nakupljanja kadaverina uslijed

aktivnosti cad sustava. Ukupna shema rada cad sustava i lysU u bakteriji E. coli prikazana je na slici 5.

Takva organizacija, gdje postoji dodatna aaRS koja je pod istom regulacijom kao i sustav za sintezu
biogenog amina, uo¢ena je i u sustavima za sintezu tiramina u bakteriji Enterococcus durans (Linares i sur.,
2012), te histamina (Diaz i sur., 2020; Martin i sur., 2005) u bakterijama roda Lactobacillus. Generalan
princip rada je identi¢an cad sustavu: uz utro$ak jednog vodikovog iona odgovaraju¢a dekarboksilaza
histidin, odnosno tirozin pretvara u histamin, odnosno tiramin koji zatim, u zamjenu za unos pripadne
aminokiseline, izlaze iz stanice odgovaraju¢im antiporterom. Iako ne postoji informacija 0 inhibitornom
djelovanju histamina na aktivnost HisRS, za tiramin je pokazano da djeluje kao kompetitivni inhibitor
TyrRS (Santi & Pefia, 1971). Stoga, vrlo je vjerojatno da navedene dodatne HisRS i TyrRS djeluju nalik
LysU, te odrzavaju aminoacilacijsku aktivnost uslijed pada pH i prolaznog nakupljanja inhibitornih

biogenih amina.
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Slika 5 Shematski prikaz rada cad sustava i lysU u bakteriji E. coli. Pri padu ekstracelularne pH vrijednosti transkripcijski regulator
CadC potice ekspresiju operona cadBA i gena lysU. Skupno djelovanje CadA i CadB izbacuje visak vodikovih iona iz stanice, dok
LysU stiti stanicu od inhibitornog djelovanja nastalog kadaverina do njegovog uklanjanja iz stanice. Slika je izradena prema
informacijama u (Brameyer i sur., 2019).

Druga razine kontrole ekspresije lysU odvija se preko globalnog transkripcijskog regulatora Lrp
(eng. leucine-responsive regulatory protein), koju u danom slucaju djeluje kao transkripcijski represor (R.
Linisur., 1992). To je u skladu s opazanjima da do njegove indukcije dolazi u prisustvu poznatih efektora
regulatora Lrp, L-leucina i L-alanina, ali i kasnijim genomskim analizama veznih mjesta za Lrp (Cho i sur.,
2008; Clark & Neidhardt, 1990). Kako su L-leucin i L-alanin naj¢e$¢e aminokiseline u proteinima, smatra
se da one sluze kao metabolicki signal dostupnosti aminokiselina u stanici (Brinkman i sur., 2003). U tom
kontekstu ima smisla da uvjeti visoke koncentracije L-leucina signaliziraju ,,0bilje i u stanici induciraju
ekspresiju lysU i porast lizil-tRNA-sintetazne aktivnosti, ¢cime povecavaju stanicni kapacitet za sintezu
proteina. Ipak, ako je tomu tako, onda je zacudujuca informacija da je lysU jedini gen za aaRS u E. coli koji
je po kontrolom Lrp (Tani i sur., 2002). Kako bi se uloga regulatora Lrp u regulaciji ekspresije lysU u

potpunosti odgonetnula, potrebna su daljnja istraZivanja.

Ve¢ je spomenuto kako do indukcije ekspresije lysU u uvjetima poviSene temperature vjerojatno
dolazi zbog njegove vece temperaturne stabilnosti. Medutim, mehanizam kojim se do te indukcije dolazi
jos uvijek nije u potpunosti razja$njen. Nasuprot ocekivanju, promotorska regija gena lysU vise nalikuje

konsenzusnom veznom mjestu za glavnu stani¢nu 6-podjedinicu, 67°, nego na alternativnu 6°2 koja regulira
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gene ukljuene u odgovor na povisenu temperaturu (Clark & Neidhardt, 1990). Nadalje, uoceni porast
razine mMRNA gena lysU znatno je manji od uo¢enog porasta razine samog proteina LysU, §to ukazuje kako
se regulacija ekspresije odvija na razini translacije (Ito i sur., 1993). Analizom fuzijskih produkata gena
lysU Ito i sur. (1993) ustanovili su kako su prva 4 kodona klju¢na za povecanu stopu translacije, te postulirali
da navedeni slijed mozebitno sudjeluje u stvaranju kakvih sekundarnih struktura ovisnih o temperaturi.
Upravo takav tip regulacije, gdje su ovisno o temperaturi moguce razli¢ite sekundarne strukture mRNA, te
isklju¢ivo pri njenom rastu omoguéavaju translaciju vidljiv je i kod gena rpoH koji kodira ¢*? podjedinicu
(Yuzawa i sur., 1993). Buduc¢a istrazivanja mogla bi potvrditi navedene pretpostavke bioinformatickom

analizom sekundarne strukture lysU mRNA i njihovom ciljanom mutagenezom.

Zadnja do danas poznata uloga LysU obuhvaca sintezu diadenozin-tetrafosfata (ApsA) i
diadenozin-trifosfata (ApsA)?2. lako njihova uloga jo$ uvijek nije u potpunosti razjaSnjena, smatra se da
ApnA sudjeluju kao sekundarni glasnici u stresnoj signalizaciji, te da reguliraju ekspresiju gena u
stacionarnoj fazi bakterije E. coli sudjelujuéi u stvaranju 5' kape na mRNA (Ferguson i sur., 2020). In vitro
usporedba enzimske aktivnosti LysS i LysU je pokazala kako enzim LysU podrzava dvostruko vecu stopu
ApnA sintetazne aktivnosti (Brevet i sur., 1995). Daljnja istraZivanja uocila su kako u bakterijskim stanicama
dolazi do posttranslacijske modifikacije LysU fosforilacijom, koja utjece na njezine kineti¢ke karakteristike
(Wright i sur., 2006). Fosforilacija enzima LysU znac¢ajno povecava njegovu stabilnost, te ga ¢ini gotovo 3
puta efikasnijim u sintezi ApnA. Uzevsi u obzir ekspresijski profil lysU, navedeni podatci ukazuju kako
LysU kroz sintezu ApnA pridonosi stani¢nom prezivljavanju u raznim stresnim uvjetima. Kako i neki drugi
enzimi sudjeluju u sintezi ApnA (Ferguson i sur., 2020), relativni udio LysU u ukupnoj ApnA sintetaznoj

aktivnosti stanice mogla bi biti predmet daljnjih istrazivanja.

Usprkos dosadasnjim istrazivanjima koja su ekstenzivno okarakterizirala strukturu, kinetiku, regulaciju
ekspresije i funkcije LysU u bakteriji E. coli, jos uvijek nedostaju odgovori na neka klju¢na pitanja: i) Zasto
dolazi do indukcije ekspresije lysU u prisustvu D-fruktoze i utjecu li neki drugi alternativni izvori ugljika
na njegovu ekspresiju? ii) Koji je razlog regulacije iskljuc¢ivo LysU, a ne i drugih aaRS, transkripcijskim
regulatorom Lrp? iii) Koja je tocno priroda regulacije translacije lysU mRNA? iv) Koja je uloga LysU u
ukupnoj stani¢noj sintezi ApnA? Odgovori na ta pitanja pomogli bi razjasniti cjelokupnu ulogu LysU u

bakteriji E. coli.

2 U literaturi pa tako i ovome radu Ap.A i ApsA se skupno nazivaju Ap,A
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8 Zakljucak

Osim glavnih stani¢nih aminoacil-tRNA-sintetaza koje sudjeluju u procesu prijenosa geneticke
informacije, bakterije ¢esto posjeduju dodatne aaRS koje u stanici obavljaju raznolike uloge. Vec¢ina do sada
opisanih dodatnih aaRS su dio mehanizma obrane od djelovanja raznih antibiotika i nalaze se u bakterijama
koljena Actinobacteria i Bacillota, uz izrazene razlike u genskoj arhitekturi izmedu te dvije skupine. U
koljenu Actiniobacteria, dodatne aaRS koncentrirane su u rodu Streptomyces, gdje u pravilu dolaze u sklopu
genskih Klastera za biosintezu antibiotika. Kao takvi, geni za aaRS pokazali su veliki potencijal kao
determinante za otkrivanje i karakterizaciju djelovanja novih biosintetskih klastera i njihovih metabolita. S
druge strane bakterije koljena Bacillota, vecinski iz rodova Bacillus, Clostridium, Staphylococcus i
Streptococcus, u pravilu ne posjeduju biosintetske klastere, te su geni za dodatne aaRS slobodno rasprseni
u genomu. Osim obrane od antibiotika, neke dodatne aaRS sluze i u njihovoj sintezi, stvaraju¢i donore
ogovaraju¢ih aminoacilnih skupina. Dodatne ThrRS i ValRS implicirane su u sporulaciji bakterije B.
subtilis, no njihova konkretna uloga u tom procesu nije razja$njena i zahtjeva dodatna istrazivanja. Preostale
dodatne aaRS svoju ulogu su pronaSle u sklopu staniénih odgovora na stres, u vidu obrane od
D-aminokiselina, poviSene temperature i niskog pH. Posebice je zanimljiv slu¢aj bakterije Bacillus subtilis
koja prema dana$njim saznanjima u svom genomu posjeduje dodatne gene za Cak tri razli¢ite aaRS: TrpRS,

ThrRS i ValRS.

Mnoge dodatne aaRS posjeduju karakteristike koje bakterijama daju izrazenu selektivnu prednost.
Iako dane osobine Cesto rezultiraju losijim kinetickim karakteristikama in vitro, gotovo sve dodatne aaRS
in vivo podrzavaju bakterijski rast jednako uspje$no kao i glavne stani¢ne aaRS. Stoga se postavlja pitanje
zaSto se u bakterijama odrzavaju dva gena za istu aaRS, ako jedan od njih uz adekvatno ispunjavanje njihove
kanonske uloge bakteriji pruza i dodatne kompetitivnhu prednost. Moguce je da jednostavno nije proslo
dovoljno vremena za promjenu strogih, ¢esto kompleksnih, regulatornih sustava koji kontroliraju ekspresiju
dodanih aaRS. U tom kontekstu je moguce da je postojanje konstitutivno ekprimirane TrpRS otporne na
djelovanje indolmicina u bakteriji S. griesus ATCC 12648 upravo primjer zavrSene prilagodbe regulatornog

sustava, te bi njeno daljnje istrazivanje moglo razjasniti dinamiku navedenog procesa prilagodbe.

U jeku svih spomenutih otkri¢a, postojanje dodatne aaRS u genomu za bakterije prestaje biti
iznimka i polagano postaje neki oblik pravila. Sukladno s time, daljnja istrazivanja trebala bi se okrenuti
temeljitoj analizi dosad sekvencioniranih genoma bakterija u potrazi za duplim genima za aaRS. Nadalje,
vec¢ina opisanih dodatnih aaRS pokazuje vrlo Sturu i nepotpunu biokemijsku, filogeneticku i geneticku
karakterizaciju, $to znatno otezava donoSenje kvalitetnih zaklju¢aka o njihovoj ulozi i porijeklu. Stoga su
za cjelokupno shvacanje dodatnih aaRS i njihove uloge u bakterijskom svijetu potrebna daljnja istrazivanja

u navedenom smjeru.
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