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§ Sazetak vii

§ Sazetak

Moguc¢nost ugradnje aminokiselina u staniéne membrane (pa i stani¢ne stijenke) nacin
je modificiranja lipida 1 sinteze peptidoglikana, krutog omotaca odgovornog za zaStitu 1
odrzavanje strukturnog integriteta stanice. U ugradnji i prijenosu aminokiselina klju¢nu ulogu
ima prijenosna RNA (tRNA). Svaka od 20 aminokiselina veze se na vlastitu tRNA, a enzimi
koji kataliziraju cijeli proces nazivaju se aminoacil-tRNA-sintetaze (aaRS). Aminoacilacija
tRNA je vazan korak u procesu translacije ali produkt te reakcije, aminoacilirana tRNA, moze
posluziti i kao supstrat enzima odgovornih za modificiranje lipida i sintezu peptidoglikana.
Izmjene u sastavu stani¢nih membrana putem aminoacilirane tRNA donedavno je bilo
ograni¢eno samo na prokariote, ali otkri¢cem enzima sli¢nih struktura pa shodno tome i funkcija,
odredene vrste gljiva pokazale su da i eukarioti posjeduju dosad neotkrivene atribute. Vaznost
saznanja 0 izmjenjivanju stani¢énih membrana bakterija i gljiva ocituje se u potencijalnim
antimikrobnim i antifungalnim agensima koji bi svoju primjenu mogli na¢i u lije¢enju raznih
bolesti uzrokovanih patogenim vrstama. Ciljevi tih agensa su upravo odredeni koraci u tRNA-

ovisnoj ugradnji aminokiselina odnosno inhibicija enzima koji kataliziraju klju¢ne reakcije.
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§ 1. Uvod 1

§81. UVOD
1.1. Stanica

Prema stani¢noj teoriji, stanica je osnovna gradivna 1 funkcionalna jedinica zivog svijeta.
Teorija takoder nalaze da stanice potje¢u od prethodno multipliciranih stanica, ,,omnis cellula
ex cellula® (lat. sve stanice su od stanica). Ovu je teoriju predlozio njemacki fiziolog i lije¢nik
Theodor Schwann 1839. godine koja se kasnije prosirila uz doprinose Matthiasa Schleidena i
Rudolfa Virchowa.

Stanicu dijelimo na dva osnovna tipa: prokariotske i eukariotske stanice. Veli¢ina
prokariotskih stanica se kre¢e od promjera veli¢ine od 0.1 do 5.0 um dok su eukariotske nesto
veée (od 10 do 100 um). Takva stanica je podijeljena u manje podjedinice, organele, koji se
razlikuju na temelju funkcije koju obavljaju. Prokarioti, jednostani¢ni organizmi, ovakvu
organizaciju stanice ne posjeduju. Prokariotska stanica nema ni membranom odijeljene
organele ni pravu jezgru. Sva genetska informacija sadrzana je u nukleoidu, nepravilnoj
strukturi nalik jezgri no bez jezgrine ovojnice.

Svaka stanica je okruZzena plazma membranom (PM) koja tvori selektivnu barijeru
omogucavajuci protok razli¢itih tvari kroz stanicu. Stani¢na membrana posreduje u migraciji
tvari unutar i izvan stanice ili organela. U eukariotskoj stanici, svaka podjedinica ima svoj
vlastiti sastav lipida. Membrana je semipermeabilna te je protok tvari kroz nju reguliran nizom
razli¢itih proteinskih kanala i prenositelja. Ima ulogu u stani¢noj signalizaciji 1 u oblikovanju
citoskeleta stanice. Membrane su izrazito savitljive strukture te su sastavljene od
karakteristi¢nog fosfolipidnog dvosloja. Molekula fosfolipida sastoji se od hidrofobnog repa
(nenabijeni ili nepolarni dio molekule) i hidrofilne glave (negativno nabijeni dio molekule) koja
omogucuje interakciju ovog dijela fosfolipida sa vodom, kako na unutarstani¢noj tako i na
izvanstani¢noj razini. Osim fosfolipidnog dvosloja, membranu ¢ine i: kolesterol, rasporeden
izmedu fosfolipida kao regulator krutosti membrane, razli¢ite vrste proteina, integralni proteini
koji se protezu kroz membranu i sluZze kao prijenosnici i periferni proteini koji su labavo
pri¢vr§¢eni na vanjsku stranu membrane koji djeluju kao enzimi olakSavajuéi interakciju sa
stanicnom okolinom. Glikoproteini i glikolipidi, takoder prisutne komponente, posjeduju

oligomere ugljikohidrata vezane na vanjski lipidni sloj i sudjeluju u medustani¢noj
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§1. Uvod 2

signalizaciji. Bakterijske stanice osim dvoslojne lipidne membrane imaju i stani¢nu stijenku,
¢ija je glavna komponenta peptidoglikan (PGN), takoder zvan i kao murein. PGN je
heteropolimer ugljikohidrata koji tvori mrezasti sloj izvan plazma membrane. Glavna uloga
peptidoglikana je ocuvanje rigidnosti i integriteta stanice odolijevajuéi turgoru, unutarnjem
tlaku stanice.

PGN se sastoji od glikanskih lanaca umrezenih peptidima. Glikansku okosnicu
saCinjavaju alterniraju¢e jedinice N-acetilglukozamina (GIcNAc) i N-acetilmuraminske
kiseline (MurNAc) povezane $-1,4-glikozidnim vezama. Glikanski lanci nisu ravni, ve¢ slijede
,.Cik-cak** uzorak formirajuéi sloj sa $esterokutnim ,,teserama‘ kao najmanjim porama.? Peptidi
su povezani amidnom vezom na laktilnu skupinu MurNAc te njihova neobi¢nost lezi u tome

$to uz L-aminokiseline posjeduju i bioloski rijetke D-aminokiseline.®
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Slika 1. Struktura i modifikacije peptidoglikana.
Plavo prikazuje razli¢ito vezanje peptidnog bo¢nog lanca a crveno oznacava izmjene

ugljikohidratne okosnice u bakterijskom peptidoglikanu. (Prilagodeno prema referenci?).
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§ 1. Uvod 3

Bakterije mogu imati jednu (monoderm) ili dvije (diderm) membrane. Monoderm
posjeduje jednu jedinu plazma membranu dok diderm ima i vanjsku membranu (OM) koja
dodatno ograduje stanicu tvore¢i periplazmatski prostor, multifunkcionalni odjeljak koji
omogucuje raznolikije mehanizme oksidacije i smatanja proteina. Na temelju tih karakteristika
razlikujemo podjelu bakterija na Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije. Bakterije s tanjim
slojem peptidoglikana i s vanjskom membranom daju negativan rezultat na test zvan ,,.Gram
mrlja“ te su one Gram-negativne, ne zadrzavaju plavo-ljubicastu boju i crvene su ili ruziCaste
boje.

Lipopolisaharidi (LPS) su glavne komponente vanjske membrane Gram-negativnih
bakterija. LPS su kompleksne strukture koje se sastoje od tri razliCite komponente: i) O-
antigena ili O-polisaharida, koji predstavlja najudaljeniji dio strukture, ii) polisaharidne srzi i
iii) lipida A, pomocu kojeg su LPS usidreni na vanjskoj membrani i strse van stanice u okolinu.
Poznato je da LPS imaju razli¢ite funkcije u stanici poput: doprinosa ukupnom negativnom
naboju stanice, stabilizacije vanjske membrane i zastite od odredenih supstanci fizicki
blokiraju¢i njihov ulaz u stanicu. LPS su podlozni raznim modifikacijama S$to ih cini

zanimljivim za daljnja istrazivanja.

1.2. Struktura i uloga tRNA

Prijenosna RNA (tRNA) je RNA koja se sastoji od 70 do 90 nukleotida. Njezina zadaca
je dovesti aminokiselinu do mjesta sinteze proteina i omogu¢iti ugradnju na odredeno mjesto
u proteinu, diktirano kodonima na mRNA. Vodikova veza izmedu komplementarni baza dovodi

do smatanja tRNA, stvarajuci petlje i dvolanc¢ane dijelove.

Patrik TiSma Zavr$ni rad



8 1. Uvod 4
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Slika 2. Op¢a sekundarna struktura molekula tRNA. (Prilagodeno prema referenci®).

3D prikaz tRNA obi¢no je L-oblika dok 2D prikaz podsjeca na djetelinu. Sekundarna
struktura tRNA uklju¢uje: DHU petlju, TyC petlju, antikodonsku petljupetlju antikodona i
varijabilnu ruku koja predstavlja blago ispuplenje izmedu TyC petlie 1 petlje
antikodonaantikodonske petlje.

Na 3' kraju tRNA dolazi do vezanja specifi¢ne aminokiseline sa slobodnom 2' ili 3'-OH
skupinom adenozinskog nukleotida. Reakcija se odvija uz utrosak energije ATP-a te pomocu
enzima aminoacil-tRNA-sintetaze. Postoje razli¢ite aminoacil-tRNA-sintetaze za svaku tRNA.
Na antikodonskoj petlji, nalazi se antikodon (slijed od 3 nukleotida) ¢ija je uloga prepoznavanje
njemu komplementarnog slijeda glasnicke RNA (mRNA). Prepoznavanje izmedu sljedova
nukleotida je od iznimne vaZnosti za proces translacije i shodno tome, biosinteze proteina u
ribosomu.

DHU petlja i TyC petlja doprinose vaznim interakcijama za smatanje i ostvarivanje

trodimenzionalne strukture tRNA $§to igra ulogu u njenoj specifi¢nosti. TyC petlja stupa u
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§ 1. Uvod 5

interakciju i s velikom podjedinicom rRNA.> 3-kraj tRNA uvijek ima adenozin (A) nakon

kojeg slijede dva citozina (C), tzv. CCA slijed.

1.3. Aminoacil-tRNA-sintetaze

Svaka od 20 aminokiselina kovalentno se veze na specifi¢cnu tRNA uz utrosak ATP-a,
koristeéi aktivirajuée enzime ovisne o Mg?* poznate kao aminoacil-tRNA sintetaze (aaRS).
Kada su tRNA vezane na odgovarajucu aminokiselinu (aminoacilirana tRNA) , za njih se kaze
da su ,,nabijene*.

Rezultat prethodno spomenutog vezanja, aminoacil-tRNA (aa-tRNA), isporucuje se uz
pomo¢ elongacijskog faktora do ribosoma kako bi sudjelovala u sintezi proteina. AaRS
ispunjavaju dvije iznimno vazne uloge u translaciji: osiguravaju gradivne elemente za sintezu
proteina te su to takoder jedini sposobni enzimi za implementaciju genetskog koda. Osim svoje
klju¢ne uloge u translaciji, aaRS se takoder pokazuju neizostavnima u velikom broju stani¢nih
procesa, s dubokim posljedicama na homeostazu organizma. Reakcija aminoacilacije se
odvijaja u dva koraka. Prvi korak je aktivacija aminokiseline. Koriste¢i molekulu ATP-a, aaRS
aktivira aminokiselinu i tvori aaRS-aminoacil-adenilatni kompleks, oslobadajuc¢i anorganski
pirofosfat kao nusprodukt. U drugom koraku dolazi do prijenosa. Aminoacilni dio se prenosi
ili na 2'- ili 3-hidroksilnu skupinu terminalnog adenina akceptorskog kraja tRNA stvarajuéi
aminoacil-estersku vezu. AaRS se mogu podijeliti u dva medusobno isklju¢iva razreda, | i Il,
na temelju njihove strukturalne, funkcionalne i evolucijske povezanosti.

AaRS pokazuju Sirok spektar prilagodbi te su kod mnogih bakterija prisutne
nediskriminiraju¢e aaRS koje nadoknaduju manjak onih koje nisu prisutne (npr. AsnRS i/ili

GINRS).
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8 2. Prikaz odabrane teme 6

§ 2. PRIKAZ ODABRANE TEME

2.1. Modifikacije komponenata bakterijske membrane

Bakterije se ne mogu izolirati od okoline i na sve fluktuacije reagiraju promjenom
vlastitih fizioloskih funkcija. Membrana je mjesto primarnog kontakta stanice s okolinom.
Odrazava prirodu unutarstani¢nih komponenti i uvjeta izvan stanice. Neki od ¢imbenika koji
poticu prilagodbu biokemijskih svojstava komponenata membrane su: temperatura, tlak, pH,
enzimske aktivnosti, nutrijenti ili toksi¢ne tvari. Glavni motiv ovih prilagodbi je odrZavanje
fluidnosti membrane. Ovakve izmjene unutar citoplazmatske membrane posebno nastaju zbog
promjena u sastavu masnih kiselina lipida §to se odrazava i na interakcije s membranskim
proteinima. Fleksibilnost i sposobnost prilagodbe uvelike odreduju moguénost prezivljavanja
bakterija.’

Enzimi FemABX su odgovorni za preuredivanje bakterijskog peptidoglikana. Fem
transferaze koriste aa-tRNA za stvaranje peptidnih mostova koji povezuju niti peptidoglikana.
Ti se mostovi razlikuju medu vrstama bakterija u kojima su prisutni 1 igraju ulogu u otpornosti
na antibiotike koji ciljaju stani¢nu stijenku. Stvaranje skrac¢enih peptida rezultira kracim
antimikrobne agense.

ErxS enzimi, pronadeni isklju¢ivo u gljivama i zasad jedini s ovakvom ulogom u
cukariota, vezu aspartat ili glicin na ergosterol. Ovaj sterol se nalazi u stani¢noj membrani gljiva
te oponasa mnoge funkcije koje obavlja i kolesterol u zivotinjskim stanicama. Pomaze u
odrzavanju strukture, funkcije, fluidnosti i propusnosti stani¢ne membrane.

Aminokiselinske fosfatidil-glicerol-sintaze (aaPGS) modificiraju naboj fosfolipida
prenosec¢i aminokiseline na fosfolipide ili diacil-glicerol. To su veliki integralni membranski
proteini koji kataliziraju modifikaciju negativno nabijenog lipida fosfatidilglicerola (PG) s L-
lizinom ¢ime se neutralizira povr§ina membrane i pruza otpornost na CAMP (eng. cationic anti-
microbial peptides). Produkt reakcije je lizil-fosfatidilglicerol (Lys-PG), do kojeg se dolazi
neuobicajenim putem koji koristi PG i Lys-Trna"® kao supstratne molekule. Modifikacija PG,
komponente lipidnog dvosloja, vezanjem lizina u obliku lizilfosfatidilglicerola (LysPG) prvi je

put otkrivena u bakteriji Staphylococcus aureus. Enzim odgovoran za ovu reakciju nazvan je
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§ 2. Prikaz odabrane teme 7

faktor visestruke peptidne rezistencije (eng. Multiple peptide resistace Factors, MprF) zbog
opazanja da poremecaji gena mprF povecavaju osjetljivost S. aureus na antimikrobne agense.®

Navedene skupine enzima (FemAB, ErxS i MprF) koriste aa-tRNA sintetiziranu
pomocu srodne aaRS kao supstrat i prenose odredenu aminokiselinu na velik broj akceptorskih

supstrata, tj. lipidnih supstrata.

‘
tx rh‘}‘;n
Ergosteril-aminokiselina Fosfatidil-glicerol
(C)
(B) Aminokiselinske

fosfatidil-glicerol sintaze
(PFam PFO9924)
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L
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transferaze w
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D L"" @ tRNA
e o ®)

Aminokiselina

Slika 3. Prikaz glavnih obitelji aminoacil-tRNA transferaza (ATT): A) Fem transferaze. B)

ErxS trasnferaze. C) Transferaze tipa MprF. (Prilagodeno prema referenci®).

Aminoacil-tRNA-transferaze (ATT) su klasa enzima koji se nalaze u citoplazmi
bakterija i sisavaca te Kkataliziraju konjugaciju lipida prijenosom odredenih aminokiselina
koriste¢i aa-tRNA kao supstrat. 1znimno, FemABX enzimi prenose aminokiseline sa aa-tRNA

na rastuéi lanac peptida PGN podjedinica. Sirok raspon bakterija posjeduje faktore virulencije
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8 2. Prikaz odabrane teme 8

te kao primjer mogu posluziti upravo ATT, sposobne za preusmjeravanje aa-tRNA iz
uobitajenog puta sinteze proteina prema konjugaciji aminokiselina na glicerolipide.'® Sve ATT
dijele zajedni¢ku strukturnu domenu koja se naziva GNAT domenom (eng. General control
non-repressible 5-related N-acetyltransferases) ¢ija je funkcija prijenos acilnog ostatka s acil-
koenzima A (acil-CoA) na velik broj razli¢itih supstrata.'! Dva GNAT modula su razdvojena
pomocu male, pozitivno nabijene alfa zavojnice. Zdruzena struktura dvaju modula i zavojnice
naziva se GNATo™. Prema Slici 3. naglasena je podjela glavnih obitelji ATT tipa enzima te
iako dijele isti dvostruki GNATo™), ne posjeduju znadajne sli¢nosti u sljedovima §to nije

neuobicajeno za proteine koji posjeduju GNAT domenu.

al*) zavojnica

GNAT Il

GNATI

LPGS B.Licheniformis (transferazna domena) (PDB 4v36)

BFemA S.qureus (PDB 1lrz)
WFemX W.viridescens (PDB 1p4n)

Slika 4. Usporedba trodimenzionalnih struktura triju razli¢itih aminoacil-tRNA-transferaza.
Struktura GNAT 11 i o je velikim dijelom sliéna $to se o¢ituje u zajedni¢kom supstratu
kojeg te domene dijele. Shodno tome, strukturne razli¢itosti domene GNAT | se odrazavaju u

prepoznavanju i odabiru drugadijih supstrata. (Prilagodeno prema referenci®).

2.1.1. Fem transferaze

Patrik TiSma Zavr$ni rad



8 2. Prikaz odabrane teme 9

Klini¢ki relevantne bakterije, uklju¢ujuéi S. aureus otpornu na meticilin ( g-laktamski
antibiotik uskog spektra iz klase penicilina) postale su predmet intenzivnog istrazivanja u svrhu
otkrivanja novih inhibitornih agensa koji bi sluzili kao antibakterijski lijekovi. Otpornost
bakterije S. aureus na meticilin i druge g-laktame razvila se stjecanjem gena za penicilin
vezajuci protein, PBP2’ (ili PBP2a), koji funkcionira u prisutnosti f-laktama.

U nizu genetskih istrazivanja, identificirano je nekoliko drugih gena sli¢nih
karakteristika koji utje¢u na rezistenciju na meticilin. Ti geni odnosno faktori poznati su i kao
fem (faktori bitni za otpornost na meticilin) ili aux (sporedni) geni te se pokazalo da su izravno
uklju¢eni u biosintezu stani¢ne stijenke ili sintezu povezanih faktora. Tri takva fem gena
(FemX, FemB i FemA) igraju kljuénu ulogu u kasnijim fazama biosinteze peptidoglikana
specifi¢ne za Staphyloccoci i mogu posluziti kao prikladne mete antibakterijskih agensa.*?

4

pepﬁdog[jkan u«o. ,’. m«.

Fruktoza-6-fosfat
Slika 5. Prikaz biosinteze stani¢ne stijenke karakteristi¢ne za gram-pozitivnu bakteriju

S. aureus. (Prilagodeno prema referenci’®).

Sinteza zapocinje u citoplazmi pretvorbom UDP-N-acetil-glukozamina (UDP-GIcNAC)
u kona¢ni topivi prekursor UDP-MurNAc-pentapeptid (na slici oznaceno plavo). Reakciju
kataliziraju enzimi MurA-MurF. Fosfo-N-acetilmuramoil-pentapeptid-transferaza (MraY)
prenosi novonastali lipid I na lipidni nosa¢ undekaprenilfosfat. MurG translokaza veze UDP-

GIcNAc na muramoilni dio lipida | te tako nastaje lipid II (na slici oznaceno zeleno).
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Biokemijskom karakterizacijom ustanovljeno je da FemX djeluje prvi, koriste¢i Gly-tRNACY
da prenese Gly na svoj jedini supstrat, lipid II (na e-amino skupinu Lys3 ostatka izvornog
peptida, zuti lanac). Lipid II-Gly sluzi kao supstrat za FemA koji uzastopno koristi 2 Gly-
tRNA®Y kako bi produzio izmjenjeni lipid za jo§ 2 Gly ostatka. U konaénici, supstrat za FemB
je lipid 11-Glys te FemBodaje posljednja 2 glicina na isti na¢in kao FemX i FemA u prethodna
dva koraka i terminira sintezu medupeptidnog mosta.15 Glutamat na drugoj poziciji (na slici
oznaceno crvenom strelicom) se amidira do glutamina enzimskim kompleksom MurT/GatD.
Lipid II se zatim translocira s unutrasnje na vanjsku stranu membrane zasada jo§ nepoznatim
mehanizmom 1 ugraduje se u rastuéu mrezu peptidoglikana transglikozilacijom 1
transpeptidacijom penicilin-vezujuéeg proteina (eng. Penicilin-binding protein). Obustava
biosinteze peptidoglikana je jedna od vaznijih meta djelovanja antibiotika te inhibicija enzima
koji kataliziraju tu reakciju (FemABX-peptidil-transferaze) u vecini slu¢ajeva ima baktericidni
ucinak.

Struktura FemA (S. aureus) rijeSena je 2002. godine te poput domena aa-PGS-sintaze
posjeduje dvostruki GNAT. Dodatno, u GNAT Il poddomeni, FemA posjeduje dodatan spiralni
krak (Slika 4.) koji je odsutan u aaPGS-sintazi, a ima odredenu ulogu u vezanju Gly-tRNASY.
Struktura FemB nije opisana niti rijeSena a izmedu 2003. i 2004. godine struktura FemX je
opisana iz W. viridescens.® Genetskom analizom ustanovljeno je da su FemX i FemA

esencijalni za prezivljavanje S. aureus dok se FemB nije pokazao takvim.
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(B)

(Q

Slika 6. Pregled trodimenzionalne strukture S. aureus FemA.
(A) Dva asteriksa oznacavaju polozaj neuredene petlje izmedu ostataka 209 i 220. Domena
1A (zuto), domena 1B (crvenoljubicasto i zeleno), domena 2 (plavo). (B) Superpozicija
domena 1A i 1B. (C) Okosnica S. aureus FemA sa ostatcima numeriranim svakih 20

aminokiselina.t?

Patrik TiSma Zavr$ni rad



8 2. Prikaz odabrane teme 12

Slika 7. Pregled trodimenzionalne strukture W.viridescens FemX.
Enzim FemX veli¢ine je 38 kDa te je sastavljen od dvije domene odvojene rascjepom. FemX

je 36% homologan i 23% identi¢an FemA enzimu.*

2.1.2. Aminokiselinske fosfatidil-glicerol sintaze

Adicija aminokiselina fosfatidilglicerolu (PG) bakterijske membrane je jedan od
mehanizama kojim bakterije smanjuju ukupni negativni naboj stani¢ne ovojnice. Time se
afinitet ovojnice prema nekim antimikrobnim agensima poput CAMP smanjuje. CAMP
posjeduju antimikrobna svojstva i pokazuju visok afinitet za negativno nabijene komponente
bakterijske stani¢ne stijenke. Ovaj proces zahtijeva posredovanje integralnog proteina,
aminokiselinske fosfatidil-glicerol-sintaze (aaPGS), kako bi se ostvario prijenos aminokiseline
s aa-tRNA na PG smjesten u membrani.!” Kondenzacijom dvije molekule PG formira se di-PG,
poznat i kao kardiolipin (CL). Molekule PG i CL imaju negativan naboj koji potjece od fosfatne
skupine polarne glave (PG (-1) i CL (-2)). Aminoacilacija PG i CL s L-lizinom (dvije amino
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skupine) ili L-alaninom (jedna amino skupina) tako stvara kationske ili neutralne zwitterionske
molekule (LysPG (+1), AlaPG (0), LysCL (0)). Ove izmjene mijenjaju povrSinska svojstva
membrane i smanjuju njenu propusnost i afinitet za CAMP. Modificirani PG/CL pruzaju stanici
niz promjena koje mogu utjecati na opc¢a svojstva membrane kao §to su povrSinski naboj,
fluidnost i morfologija.

Aminokiselinske-fosfatidilglicerol-sintaze (aaPGS) ili MprF su integralni membranski
proteini odgovorni za sintezu aminoacil-fosfatidilglicerola (aa-PG) na citoplazmatskoj strani
membrana bakterija. Hidrofilna domena aaPGS, smjestena u citoplazmi, nosi aktivno mjesto
transferazne aktivnosti i koristi aa-tRNA kao donor aminokiseline i fosfatidilglicerol kao
akceptor aminokiseline. Prvobitno otkriven u bakteriji S. aureus, gen mprF kodira LysPGS,
koji povezuje lizin s PG, povecavajuéi virulentnost organizma i otpornost na razlicite klase
antibakterijskin agensa. Do danas je okarakterizirana ili izravno in vitro ili analizom
aminoaciliranih lipida proizvedenih in vivo specifi¢nost ukupno 23 aaPGS-a. Trenutno su Lys-
tRNADS, Ala-tRNAA® i Arg-tRNA” jedini poznati donori aminokiselina za sintezu aa-PG,
dok je PG jedini poznati akceptor uz iznimku di-fosfatidilglicerola (tj. kardiolipina), koji
takoder djeluje kao akceptor (pored PG) kod bakterije L. monocytogenes. AaPGS obitelj
proteina ovisnih o tRNA transferazama pokazuje razliCite specifi¢nosti prema supstratima
poveznica izmedu strukture i funkcije homologa aaPGS nije ustanovljena. Funkciju

pojedina¢nih enzima nije moguée predvidjeti isklju¢ivo na temelju primarnog slijeda.®

Struktura MprF je rijeSena 2021. godine. Eksprimirana u E. coli, LysPGS iz bakterije
Rhizobium tropici poprima strukturu homodimera unutar PM uglavnom kroz interakcije
membranskih domena. Krio-elektronskom mikroskopijom (cryo-EM) dobivene su strukture
MprF iz R. Tropici (RtMprF) u dvama razli¢itim stanjima, otkrivajuéi vazne atribute povezane

s prepoznavanjem i translokacijom LysPGS te antibiotskom rezistencijom.®
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Slika 8. Prikaz Cryo-EM gustoc¢e dimera RtMprF ugradenog u nanodisk duz smjera
membrane (A) i okomito na membranu (B). Dva susjedna monomera RtMprF dimera su
prikazani svijetlo zelenom i svijetlo plavom bojom, lipidne molekule su prikazane Zutom
bojom a okviri nanodiska, neprotumacene i lipidne gustoce susjednog dimera RtMprF su

prikazane sivom bojom. Slikoviti model RtMprF dimera duz smjera membrane (C) i okomito

na membranu (D). (Preuzeto prema referenci'®).

Svaki monomer RtMprF se sastoji od flipazne domene utkane u membranu pomocu 12
dugackih transmembranskih zavojnica i dva para kracih a-zavojnica koje se polovi¢no pruzaju
kroz membranu. Domena flipaze na citoplazmatskoj strani uglavnom nosi pozitivan
elektrostatski potencijal, dok ona na periplazmatskoj strani nosi negativan. Sucelje flipazne i

sintazne domene moze se podjeliti u dvije poddomene, poddomenu 1 i 2.
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Slika 9. Prikaz topologije flipazne domene RtMprF proteina (A). Isprekidani ljubicasti okviri
oznacavaju dva motiva (1 1 2) u poddomeni 1 s obrnutom topologijom. Dva ve¢a kontaktna
mjesta (spojnice 1 12) izmedu flipazne i sintazne domene RtMprF obiljezena su crnim
isprekidanim okvirima (B). Specifi¢ne interakcije aminokiselinskih ostataka susjednih
domena (C). Oznaceni brojevi u blizini crtica su udaljenosti (A) izmedu dvije susjedne grupe.

(Preuzeto i prilagodeno prema referenci'®).

Neke aaPGS imaju Siru specifi¢nost odnosno nisu fiksirane na jedan supstrat. Na
primjer, aaPGS iz Pseudomonas aeruginosa i S. aureus sintetizira samo LysPG odnosno
AlaPG, dok MprF2 iz bakterije Enterococcus faecalis, koristeci 3 razlicite aa-tRNA, sintetizira
AlaPG i LysPG zajedno s malim koli¢inama ArgPG. Izuzeci supstratne specifi¢nosti pojavljuju
se i kod akceptora aminokiselina. Za primjer se uzima aaPGS iz bakterije Listeria
monocytogenes koja sintetizira i LysPG i LysCL. LysPGS iz Clostridium perfringens i S.
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aureus moze translocirati i AlaPG i LysPG $to ukazuje na smanjenu specifi¢nost i flipazne

domene. 2921

Poliformizmi jednog nukleotida (eng. Small nucleotide polymorphisms, SNP) kod MprF
igraju vaznu ulogu u mehanizmima otpornosti no njihov utjecaj je, donedavno, bio nejasan zbog
razli¢itih izvjes¢a 0 fenotipovima povezanih s otpornosc¢u. Strukturna otkrica MprF i nova
saznanja o0 izogenim mutantima dovela su do modela otpornosti na daptomicin posredovanim
MprF-om. Daptomicin postaje sve relevantniji antibiotik koji se koristi kod lijeCenja infekcija
uzrokovanih bakterijom S. aureus koja je otporna na meticilin (eng. Methicillin-Resistant S.
aureus, MRSA). To je antimikrobni peptid te dijeli mnoga svojstva s CAMP-ovima. Kako bi
se daptomicin vezao za bakterijske membrane, potrebni su mu Ca?* ioni. Oni jacaju interakciju
izmedu peptida 1 membranskog dvosloja te su svojevrsni okida¢ za odredene strukturne
promjene. Uloga MprF u virulenciji S. aureusa dobro je utvrdena. MprF daje otpornost Sirokog
spektra na peptide iz porodice CAMP koju ¢ine obrambeni peptidi koje proizvodi ljudski
domacin 1 bakteriocini koje proizvode konkurentni mikroorganizmi, ¢ime je omogucéeno da S.
aureus kolonizira 1 zarazi ljudskog domacina. Dodatna funkcija MprF se postize
transmembranskom domenom. LysPG se prebacuje s unutarnje na vanjsku stranu
citoplazmatske membrane. Ovaj proces je bitan za elektrostatsko odbijanje CAMP i za pruzanje
minimalne zaStite od daptomicina bez postizanja odredenog stupnja rezistencije na terapiju

daptomicinom.??

Antimikrobni peptidi (AMP) dio su urodenog imuniteta i predstavljaju prvu liniju obrane
od patogenih mikroorganizama. Dugi su od 20 do 40 aminokiselinskih ostataka i posjeduju
amfipatsku sekundarnu strukturu $to omogucuje interakciju i permeabilizaciju bakterijskih
membrana. Biofizikalna istrazivanja pokazala su da su modelne membrane koje se sastoje od
anionskih lipida poput PG posebno osjetljive na AMP. S druge strane membrane eukariotskog
zwitterionskog fosfolipida lecitina su otporne na AMP. Ve¢ spominjani patogen S. aureus je
posebno zahtjevan za tretiranje sa AMP-ovima, posebno zbog djelomi¢no modificiranog PG
dodatkom L-lizinskog ostatka §to rezultira s LysPG. Promjena naboja iz -1 u +1 poremecuje
inicijalne elektrostatske interakcije peptida s bakterijskom membranom. Sojevi S. aureus s
mutacijama u mprF genu pokazuju vecu osjetljivost na AMP-ove poput: protegrina, tahiplesina,

katelicidina itd.?® Lizinilacija PG je postignuta posredovanjem MprF te se opet moZe vidjeti
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koliki utjecaj ima ovaj membranski protein te koliko inhibicija istog oslabljuje proces

patogeneze.
2.2. Modifikacije gljivicne membrane

2.2.1. Ergosteril-aminokiselinske sintaze

Dodavanjem aminokiselina na glicerolipide preko tRNA, bakterije mijenjaju svojstva
stani¢ne povrsine i dobivaju na patogenosti, virulentnosti te otpornosti na antimikrobne
lijekove. Do 2020. godine, ekvivalentnih aminoaciliranih lipida nije bilo pronadeno u sklopu
istrazivanja eukariotskih vrsta. To je dalo naslutiti da je tRNA-ovisno nadogradivanje lipida
stani¢éne membrane proces ograni¢en na prokariote. Otkricem ergosteril-33-O-L-aspartata (Erg-
Asp), konjugiranog sterola nastalog tRNA-ovisnom adicijom aspartata na 3p-OH skupinu
ergosterola (najzastupljenijeg sterola u stani¢nim membranama gljiva), ta se ¢injenica mijenja.
Za sintezu Erg-Asp odgovoran je bifunkcionalan enzim ergosteril-33-O-L-aspartat-sintaza
(ErdS). Enzim se sastoji od AspRS paraloga na N-kraju i DUF2156 (eng. Domain of Unkown
Function 2156) na C-kraju koja prenosi aspartat sa Asp-tRNA”®, Strukturna predvidanja i
analiza sljedova pokazala su da transferazna domena ErdS posjeduje istu dvostruku GNAT o(+)
topologiju kao Fem transferaze i aaPGS. Takoder je dokazano postojanje Erg-Asp o/ hidrolaze
(ErdH) kod brojnih gljiva. Ovaj enzim katalizira uklanjanje Asp s konjugiranog sterola.
Ekstracitoplazmatske hidrolaze ovakvog tipa deaciliraju aminoacilirani glicerolipid (aaGL), i
njihovo postojanje je dokazano i u gram-pozitivnim i u gram-negativnim bakterijama.
Ergosteril-aspartat sintaza koristi dva supstrata; Asp i tRNA te preko svoje sintetazne domene
sintetizira Asp-tRNA.
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Slika 10. Shematski model koji prikazuje obrt izmedu sinteze i hidrolize Erg-Asp. Zelena
strelica prikazuje aktivnost ErdS (sinteza Asp-tRNA” i dodatak Asp na Erg). Plava strelica
ukazuje na ErdH-ovisnu hidrolizu Erg-Asp. Sve gljive koje sadrze ErdS uvijek posjeduju
kanonsku AspRS kako bi se osigurala tvorba Asp-tRNA za sintezu proteina. (Prema

referenci®®).
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Asp se prenosi na ergosterol na slican nacin kao i Gly, putem sli¢nih no ne istih enzima.
Jedina razlika je dodatan proces hidrolize, odsutan kod prijenosa Gly, koju katalizira ErdH §to
bi mogao biti naCin regulacije u koli¢ini Erg-Asp. Treba napomenuti da odreden broj
Ascomycota posjeduje ErdS i ErgS, sintetizirajuci na taj na¢in i Erg-Asp i Erg-Gly. Ova dva
enzima predstavljaju novu Kklasu aa-tRNA-transferaza koje koriste lipide kao supstrate
specifi¢ne za gljive odnosno ergosteril-3-O-aminokiselinske sintaze (ErxS, a 'x' oznac¢ava bilo
koju aminokiselinuy).

Drugi tip enzima nalik aaPGS, nazvan ErgS, opisan je 2022. godine. Odgovara
samostalnoj DUF2156 domeni, povezanoj s bakterijskim aaPGSs. Rasprostranjenost ErgS-a je
manja nego u slucaju ErdS te je ograni¢ena na najvece koljeno u carstvu gljiva, Ascomycota,
dok je ErdS prisutan i kod Ascomycota i Basidiomycota. ErgS mora odvojiti Gly-tRNA®Y od
citoplazmatskog prostora prije prenosenja Gly na 3-OH skupinu ergosterola, dajuéi Erg-Gly.2*

Erg

Erg-Gly

ErgS

tRNASY

AMP Gly
+PPi +ATP

Slika 11. Prikaz prijenosa Gly na 3p-OH skupinu ergosterola i tvorbe esterskog produkta,

glicil-ergosterola. (Prema referenci®).
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2.2.2. Uloge ergosterola i aminoaciliranog ergosterola

Steroli su nuzne komponente eukariotske stanicne membrane koje odrzavaju strukturalni
integritet, fluidnost i propusnost membrane. Funkcije im se pruzaju od regulacije aktivnosti
enzima vezanih za membranu, stvaranja lipidnih splavi pa do transporta odredenih tvari. Biljni
steroli se nazivaju fitosteroli od kojih su najistaknutiji stigmasterol, sitosterol i kampesterol.
Najvazniji sterol u Zivotinja pa tako 1 ljudi je kolesterol koji je poznat i kao prekursor vitamina
D, zuc¢nih kiselina 1 steroidnih hormona. Ergosterol ili jo§ poznat 1 kao ,,gljiviéni hormon®,
glavni je sterol gljiva. Stimulira rast i proliferaciju stanice. Biosinteza ergosterola je slozen put
koji zahtijeva mnogo energije i sudjelovanje brojnih enzima. Razine ergosterola su strogo
kontrolirane bioraspolozivo§¢u odredenih metabolita (npr. sterola, kisika i Zeljeza) jer
nedostatak (pa 1 viSak) istog uzrokuje pleiotropne defekte koji ograniavaju stani¢nu
proliferaciju i prilagodbu na stres.?

Ergosterol se sintetizira u endoplazmatskom retikulumu sekvencijalnom aktivnosé¢u 25
razli¢itih enzima. Regulator transkripcije Upc2, inaCe odgovoran za piroptozu (vrsta
visokoupalne programirane stani¢ne smrti potaknute na primjer mikrobnim infekcijama)
aktivira gene potrebne za unos i biosintezu sterola ovisno o unutarstanicnim razinama sterola.
Prekomjernom ekspresijom svih 25 gena koji kodiraju za enzime potrebne za biosintezu
ergosterola okarakterizirana su fenotipska svojstva u prisutnosti razlicitih stresora. Uvjeti
poput: nedostatka Zeljeza ili kalcija, perturbacije stani¢ne stijenke ili pove¢ane osmotske
koncentracije soli doveli su do negativnog utjecaja na metabolizam ergosterola kod vecine
sojeva. Izlaganje prekomjerno eksprimiranih sojeva lovastatinu, terbinafinu, flukonazolu ili
fenpropimorfu pokazalo je da prethodno otkrivene primarne mete lijekova nisu jedini geni
ukljuéeni u antifungalno djelovanje. Istrazivanja puta sinteze ergosterola zorno prikazuju da
postoji vi§e meta antifungalnih lijekova nego §to se prethodno smatralo.?

Istrazivanja su pokazala da je ergosterol bitan i za odrzivost mitohondrijske DNA u
gljivama poput kolesterola kod ljudi. Farmakoloska ili genetska inhibicija biosinteze
ergosterola dovodi do gubitka mitohondrijske DNA u bakteriji Saccharomyces cerevisiae ako
se ne doda egzogeni ergosterol, isticu¢i poveznicu izmedu mitohondrija i biosinteze
ergosterola.”® Tako je potrebno jo§ informacija, analogno aminoacilaciji lipida bakterija,

aminoacilirani steroli bi mogli imati odredenu ulogu u modificiranju membrana, interakciji
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domacin/patogen, virulenciji te izbjegavanju imunosnog odgovora organizama. Poznato je
nekoliko vrsta modifikacija ergosterola. Modifikacije mogu biti vazne za srediSnje procese
homeostaze kod gljiva. Neke od njih su: acetilacija, glikozilacija, aminoacilacija te su
identificirane u patogenim gljivama, ¢inec¢i enzime odgovorne za modifikaciju ergosterola

pogodnim metama antifungalnih lijekova.?’
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§ 3. ZAKLJUCAK

Enzimi koji kataliziraju prijenos aminokiselina u svrhu izmjene ili dorade stani¢ne
membrane ili stani¢ne stijenke igraju klju¢nu ulogu u stani¢noj adaptaciji i homeostazi. Glavna
karakteristika tih enzima tj. aminoacil-tRNA-transferaza (ATT) jest sposobnost koristenja aa-
tRNA kao donora amino skupine. Fem-transferaze neposredno sudjeluju u sintezi bakterijskog
peptidoglikana, aaPGS izmjenjuju naboj fosfolipida a ErxS enzimi pak vezu Asp ili Gly na
ergosterol. Vezane aminokiseline mijenjaju ukupan naboj lipida i oblikuju lipidni dvosloj Sto
rezultira prilagodbom organizama na nepovoljne okoliSne uvjete poput temperature,
dostupnosti hranjivih tvari ili potencijalnih stresora (CAMP kao prva linija obrane ljudskog
domacina i bakteriocini konkuretnih mikroorganizama). Kada su bakterije izlozene djelovanju
antibiotika, dio ¢e prezivjeti zbog odredenih predispozicija za rezistenciju koje su steCene
putem raznih mutacija. Upravo taj problem motivira za kontiniurana istrazivanja, a
razumijevanjem funkcija proucavanih enzima te njihovog doprinosa samoj prilagodbi

mikroorganizama ,,poplocava se put“ k novim biotehnoloskim i medicinskim otkri¢ima.
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