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mobilnih genskih elemenata, najceS¢e plazmida, preko spolnog pilusa. Bakterije koje sadrze F
plazmid nazivaju se F* bakterijama te su one donori plazmida, pretvaraju¢i F~ bakterije u F*. F
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1. UvOD

Drvo Zivota kakvo je opisao Charles Darwin bazirano je na adaptivnoj radijaciji, pri ¢emu
je prijenos povoljnih svojstava ogranien na krizanje unutar iste vrste. Ovakvo nasljedivanje
genske informacije naziva se vertikalnim prijenosom gena (Blakely 2014). Kad bi prijenos gena
doista bio mogu¢ samo unutar iste vrste, genska informacija odrazavala bi evolucijske dogadaje
od posljednjeg zajednickog pretka. Medutim, ovaj pristup otezao je razumijevanje molekularne
filogenetike odredenih organizama. Naime, kao molekulski marker za rekonstrukciju filogenetskih
odnosa izmedu organizama najceSc¢e se koristi sekvenca 16S rRNA, na temelju ¢ije analize su
otkrivene razne filogenetske nepodudarnosti, i to prvenstveno kod mikroorganizama (Boto 2010).
Prijenos svojstava izmedu mikroorganizama prvi puta je primije¢en 1928. godine, kada je Griffith
otkrio da se nepoznat “faktor” moze prenijeti iz nevirulentnog u virulentni soj vrste Streptococcus
pneumoniae, proces koji je nazvan transformacijom. 1940-tih godina pokazalo se da je nepoznati
“faktor” molekula DNA, Sto je bio prvi pokazatelj sposobnosti bakterija da prenose genetske
informacije neovisno o srodstvenim odnosima, a kasnije je otkriveno da ovaj mehanizam nije
ograni¢en samo na prokariote. Ovakva razmjena genske informacije nazvana je horizontalnim
(lateralnim) prijenosom gena (Blakely 2014).

Iako je horizontalni prijenos gena prisutan u sve tri domene Zzivota, u najve¢oj mjeri
zastupljen je u prokariota (Boto 2010). Sposobnost horizontalnog prijenosa gena
mikroorganizmima omogucuje brzu adaptaciju na uvjete okoliSa te popunjavanje raznovrsnih
ekoloskih niSa. Svojstva koja se na taj nalin prenose znacajno utjeu na evoluciju
mikroorganizama, $to je vidljivo na primjeru proteorodopsina - proteina zna¢ajnog za metabolizam
morskih bakterija (Béja 1 sur. 2001; Frigaard i sur. 2006), ali 1 na primjeru povecane rezistencije
na antibiotike koja danas predstavlja globalni problem (MacGowan i Macnaughton 2017). Danas
su poznati glavni mehanizmi kojima se izmjenjuje genska informacija, a radi se o konjugaciji,

transformaciji i transdukciji.



2. MEHANIZMI HORIZONTALNOG PRIJENOSA GENA

Postoje tri mehanizma horizontalnog prijenosa gena kod mikroorganizama (Slika 1), a to
su konjugacija, transformacija i transdukcija, od kojih je konjugacija najrasireniji oblik
horizontalnog prijenosa gena te je ujedno i jedini oblik koji ukljucuje izravni dodir dvaju
mikroorganizma (Blakely 2014). Transdukcija podrazumijeva prijenos genske informacije

posredstvom faga, a transformacija unos strane DNA iz okoli$a u stanicu donora (Blakely 2014).
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Slika 1. Skica mehanizama horizontalnog prijenosa gena kod mikroorganizama.

Rast i dioba stanica rezultiraju vertikalnim prijenosom gena, dok transdukcija, konjugacija i

transformacija sudjeluju u horizontalnom prijenosu gena. Preuzeto i modificirano iz Blakely
2014,



2.1. KONJUGACIJA

Konjugacija je prijenos gena izmedu bakterijskih stanica koji ukljucuje izravni dodir
izmedu donora 1 primatelja (Blakely 2014; Cabezon 1 sur. 2015; Llosa 1 sur. 2002). Otkrili su je
Lederberg i Tatum 1946. godine u bakteriji Escherichia coli tako $to su pomijesali dva soja ove
bakterije: soj koji nije mogao sintetizirati metionin i biotin te soj koji nije mogao sintetizirati
tiamin, leucin i treonin (Blakely 2014). 1z smjese ova dva soja uspjeli su izolirati divlji tip, odnosno
bakterije koje mogu prezivjeti na minimalnom mediju, upu¢ujuéi na prijenos gena izmedu dva soja
E. coli. Daljnjim istrazivanjima otkriveno je da konjugacija ovisi o izravnom kontaktu izmedu
stanica te o prisutnosti tzv. faktora plodnosti, odnosno F faktora u stanici donoru. F faktor je
relativno mala autonomna molekula DNA, tj. samoprenosiv plazmid veli¢ine 100-kb (F plazmid)
(Blakely 2014). Mnogi plazmidi prenose gene odgovorne za rezistenciju na antimikrobne spojeve
te se takvi plazmidi nazivaju R faktorima (engl. Resistance factor, faktor rezistencije) (Blakely
2014).

U konjugaciji F plazmida sudjeluju brojni molekularni mehanizmi (shema na Slici 2),
posredujuci u kontaktu izmedu stanica, obradi te prijenosu DNA, a sve te funkcije kodirane su
unutar tra regije F plazmida, duge svega 30-kb. Kako bi se konjugacija odvila, potrebno je
uspostaviti kontakt izmedu stanice koja sadrzi F plazmid (stanice donora, F* stanica) te stanice
koja ga ne sadrzi (stanice primatelja, F~ stanica) (Blakely 2014). Ovu ulogu preuzima struktura
nazvana pilus - polimer proteina pilina duzine do 20 um (Blakely 2014; Cabezon i sur. 2015). Pilus
lu¢i F* stanica, a za njegovu formaciju zaduzen je sekrecijski sustav tipa IV (engl. Type IV
Secretion System, T4SS) (Blakely 2014; Cabezon i sur. 2015; Llosa i sur. 2002), koji kodira grupa
gena nazvanih genima za formiranje parova za parenje (engl. mating pair formation, MPF)
(Cabezon i1 sur. 2015). Plazmidi sadrze svoje MPF gene, §to im daje sposobnost autonomnog
prijenosa, a naznake MPF gena otkrivene su i kod Cyanobacteria, Firmicutes, Bacteroides,
Actinobacteria i Archaea, $to upucuje na starost procesa konjugacije (Cabezon i sur. 2015). Nakon
uspostave kontakta izmedu stanica, aktivira se relaksosom, odnosno proteinski kompleks kodiran
genima unutar plazmida, ali i genoma stanice domacina (Blakely 2014; Cabezon i sur. 2015).
Njegova uloga je vezanje i jednolancano urezivanje specificne sekvence na nic mjestu unutar
ishodista replikacije (engl. origin of replication, oriT), za $to je zasluzna Tral podjedinica

relaksosoma (Blakely 2014; Cabez6n 1 sur. 2015). Tral se kovalentno veze za 5° kraj DNA, nakon



Cega posreduje odmatanje plazmida i prijenos jednolancane DNA (engl. single-stranded DNA,
ssDNA) u stanicu primatelja kroz kompleks pore (Blakely 2014; Llosa i sur. 2002). Za prijenos
DNA kroz poru potrebna je energija hidrolize ATP-a, koju omoguéuju spojni proteini (engl.
coupling protein), potrebni i za stvaranje kontakta izmedu relaksosoma i T4SS kompleksa (Blakely
2014; Llosa i sur. 2002). Ulaskom linearne ssDNA u stanicu primatelja, ona sluzi kao kalup za
sintezu zaostajuteg lanca DNA, ¢ime se plazmid rekonstruira u stanici primatelju, dok se
istovremeno kruzna DNA u stanici donoru koristi kao kalup za sintezu vodeceg lanca (Blakely

2014). Tako su po zavrsetku ovog procesa obje stanice F* stanice.
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Slika 2. Shema mehanizma konjugacije u dva koraka. A: TrwC (relaksaza + helikaza)
kovalentno vezan na izrezani lanac DNA je supstrat za T4SS. B: TrwB unosi lanac DNA u

stanicu dok se on istiskuje iz donorskog plazmida. Preuzeto i modificirano iz Llosa i sur. 2002.

lako ve¢inom autonomne molekule DNA, F plazmidi imaju i sposobnost ugradnje u
bakterijski kromosom. To postizu homolognom rekombinacijom na mjestima umetanja (engl.
Insertion Sequence, IS) koja se nalaze i na plazmidu i nukleosomu (Arber 2014; Blakely 2014).
Sojevi s plazmidom ugradenim u nukleosom nazivaju se Hfr sojevima (engl. High frequency of
recombination, visoka stopa rekombinacije) te ih karakterizira lako prenosenje genetskih svojstava
u druge sojeve (Arber 2014; Blakely 2014). Jos jedno njihovo svojstvo je moguénost formacije F
plazmida koji sadrZe dijelove kromosomalne DNA, a nastaju homolognom rekombinacijom. Takvi
plazmidi se takoder mogu prenijeti u F- jedinke konjugacijom, pri cemu nastaju tzv. merodiploidi,

odnosno sojevi koji sadrze vise od jedne kopije kromosoma (Blakely 2014).



Osim plazmidima, konjugacija moze biti posredovana i integrativnim konjugacijskim
elementima (eng. Integrative and Conjugative Elements, ICE), koji predstavljaju mobilne genske
elemente Cije su karakteristike samoprenosivost, ali i nemoguénost autonomne replikacije (npr.
transpozoni). Prije konjugacije, ICE-ovi se moraju izrezati iz kromosoma, nakon ¢ega slijedi

prijenos u stanicu primatelja slican kao i kod konjugacije posredovane plazmidima (Blakely 2014).

2.2. TRANSFORMACIJA

Transformacija podrazumijeva paraseksualan proces koji uklju¢uje egzogenu DNA i
stanicu primatelja (Johnston i sur., 2014), a otkrivena je u vrsti Streptococcus pneumoniae 1928.
(Blakely 2014). Bakterije koje su sposobne proci proces transformacije pokazuju posebno
fiziolosko stanje nazvano kompetencijom, koje je inducirano heptadekapeptidnim feromonima
(Sun 2018). Kompetentne bakterije sposobne su u sebe unijeti egzogenu DNA mehanizmom Kkoji
je dobro konzerviran u Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija, ali i arheja (Sun 2018). Za
razliku od konjugacije i transdukcije, transformacija je u potpunosti vodena stanicom primateljem
te su svi potrebni proteini kodirani u genomu stanice primatelja (Johnston i sur. 2014). Ti proteini
visoko su konzervirani ¢ak 1 kod daleko srodnih bakterija, s izuzetkom vrste Helicobacter pylori,
koja za transformaciju koristi sustav slican konjugaciji (Sun 2018). Vecina kompetentnih bakterija
ne eksprimira gene ukljucene u transformaciju konstantno, ve¢ su za indukciju transformacije
potrebni specificni uvjeti koji uvelike variraju izmedu vrsta (Johnston i sur. 2014; Sun 2018).

Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije posjeduju vrlo slicne sustave unosa DNA u
stanicu, s izuzetkom transporta DNA kroz vanjsku membranu kod Gram-negativnih bakterija
(Johnston i sur. 2014; Sun 2018). lako Gram-pozitivne bakterije nemaju vanjsku membranu, imaju
peptidoglikanski omotac, koji je potrebno oslabjeti prije unosa DNA u stanicu (Sun 2018). Kod
Gram-negativnih bakterija kroz vanjsku membranu prolazi dvolan¢ana DNA (engl. Double-
stranded DNA, dsDNA), dok kroz unutarnju prolazi ssDNA, isto kao i kod Gram-pozitivnih
bakterija (Sun 2018).

Unos DNA u stanicu pocinje vezanjem dsDNA za povrSinu bakterijske stanice pomocu
proteinskog kompleksa koji podsjeca na pilus tipa IV (Blakely 2014). Potom endonukleaza reze

dsDNA u svrhu dobivanja manjih fragmenata. DNA zatim dolazi u kontakt s dSDNA receptorskim



proteinom (ComEA), nakon ¢ega se jedan lanac razgraduje endonukleazom EndA. Drugi lanac je
u 3’-5’ smjeru translociran u citoplazmu membranskim proteinom ComEC. Po ulasku ssDNA u
citoplazmu, na nju se vezu proteini koji vezu jednolan¢anu DNA (engl. Single strand binding
protein, SsbB) kako bi se sprijecila razgradnja nukleazama. Ako ssDNA unesena u stanicu ima
regije homologne nukleosomu, ona se homolognom rekombinacijom moze ugraditi u genom
stanice primatelja, no u tu svrhu potreban je protein DrpA koji interagira sa SsbB kompleksom,
omogucujuci vezanje proteina RecA na ssDNA. RecA potom trazi regije homologije izmedu
ssDNA i dvolancane bakterijske DNA, nakon ¢ega posreduje razmjenu DNA (Blakely 2014).

Shema transformacije prikazana je na Slici 3.
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Slika 3. Shema mehanizma transformacije kod Gram-pozitivnih i Gram-negativnih
bakterija. Sustav za unos DNA opcenito se sastoji od transformacijskog pilusa, sastavljenog od
ComGC podjedinica u Gram-pozitivnih bakterija, DNA receptora ComEA i transmembranske
pore ComEC (Johnston i sur. 2014). Kod Gram-pozitivnih bakterija, kao §to je Streptococcus
pneumoniae, nukleaza EndA prima DNA od DNA receptora ComEA i razgraduje jedan lanac
DNA, dok neidentificirane nukleaze stvaraju ssDNA (Johnston i sur. 2014). Kod Gram-
negativnih bakterija, kao $to je Neiserria gonorrhoeae, PilQ sekrecijski kanal omoguéuje pilusu
da prijede vanjsku membranu, dok se dSDNA prenosi preko vanjske membrane kroz PilQ
(Johnston i sur. 2014). | kod Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija za unos DNA potrebni
su dodatni proteini (primjerice ComGA, ComGB) (Johnston i sur. 2014). Po ulasku ssDNA, ona
se veze za DrpA, koji pokre¢e RecA. RecA promovira trazenje homologije, nakon ¢ega slijedi

homologna rekombinacija (Johnston i sur. 2014). Preuzeto i modificirano iz Johnston i sur. 2014.



2.3. TRANSDUKCIJA

Transdukcija ili fagom posredovan horizontalni prijenos gena je proces u kojem se genom
prenosi iz jedne bakterije u drugu preko bakteriofaga kao vektora. Proces je prvi puta primijecen
u vrsti Salmonella enterica kad su Zinder i Lederberg opazili da se genetska svojstva mogu
prenositi izmedu dva soja bakterija Cak i kada se izmedu njih nalazi filter nepropusan za bakterije
(Blakely 2014). U ovom slucaju vektor je bio bakteriofag P22, a odgovoran je za tzv.
generaliziranu transdukciju, u kojoj je moguca razmjena gotovo bilo koje genetske osobine (Arber
2014; Blakely 2014). Za razliku od P22, neki fagovi mogu prenositi samo ogranic¢enu koli¢inu
specificnih genskih markera te se taj proces naziva specijaliziranom transdukcijom (Arber 2014;
Blakely 2014), a dogada se tako Sto fag u svoj genom inkorporira dio genoma domacina, nakon
cega greSkom izreze te gene te ih prenese u drugog domacina (Touchon, Moura de Sousa i Rocha
2017).

Generalizirana transdukcija (Slika 4) najbolje je istrazena kod faga P1 koji napada E. coli,
a moguca je zbog mehanizma sastavljanja fagova. Naime, tijekom zivotnog ciklusa faga P1,
genom faga kopira se mehanizmom “kotrljajuceg kruga” (engl. Rolling circle mechanism) zbog
kojeg nastaju DNA konkatemeri, koji sluze kao izvor DNA za nastaju¢e fagove (Blakely 2014).
To se postize cijepanjem posebne sekvence DNA faga (engl. pac site, pac mjesto) pomocu proteina
koji kodira fag te umetanjem kraja DNA u glavu faga. Budu¢i da u genomu bakterije postoje mjesta
slicna pac mjestima, ona ponekad budu krivo prepoznata od strane proteina za cijepanje DNA te
genom domacina bude umetnut u glavu faga. Fagovi koji sadrze DNA domacina nazivaju se
transdukcijskim Cesticama (Blakely 2014). Takve Cestice mogu se prihvatiti za novog domacina
te prenijeti genom prijasnjeg u novog domacina, rezultiraju¢i horizontalnim prijenosom gena.
Takva strana DNA bit ¢e ili razgradena endonukleazama, ili ugradena u genom domacina
homolognom rekombinacijom (Blakely 2014).

Zarazliku od generalizirane transdukcije, specijalizirana transdukcija (Slika 4) zasluzna je
za prijenos to¢no definiranih regija kromosomalne DNA. Ovaj proces najbolje je proucen na fagu
A koji inficira E. coli, a koji moze proci kroz liticki ili lizogeni zivotni ciklus (Blakely 2014).
Tijekom lizogene faze, genom faga ugradi se u genom E. coli rekombinacijom izmedu attP

sekvence na fagu i attB sekvence na kromosomu, nakon ¢ega se moze replicirati zajedno s



kromosomom domacina (Blakely 2014). Taj proces naziva se lizogenom konverzijom te moze
rezultirati ekspresijom gena profaga, Sto mijenja fenotip domacina (Touchon, Moura de Sousa i
Rocha 2017). Indukcijom liticke faze, DNA faga rekombinacijom se izrezuje iz kromosoma i
stvara nove infektivne Cestice. Budu¢i da kod rekombinacije moze do¢i do greske, ponekad se uz
genom faga izreze 1 dio genoma domacina, stvaraju¢i hibridnu molekulu koja se pakira u glavu

faga, koji potom moze napadati drudge bakterije i na taj nacin prenositi strani genetski materijal

(Blakely 2014).
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2.4. PREPREKE MEHANIZMIMA HORIZONTALNOG PRIJENOSA
GENA

Strana DNA u stanici domacinu ne mora uvijek prezivjeti i tako ostaviti stanicu domacina
s novim svojstvima. Naime, kako bi strana DNA prezivjela, ona se mora homolognom
rekombinacijom ugraditi u DNA domacina. Za takvo S§to potrebna je dovoljna homologija sa
kromosomom domacina, koja obi¢no iznosi 50-100 pb (Blakely 2014; Thomas i Nielsen 2005).
Cim je veéa homologija, tim je veéa $ansa homologne rekombinacije, a strana DNA s nedovoljnom
homologijom nece se uspjeti zadrzati u stanici (Blakely 2014). Medutim, iako srodniji organizmi
imaju vecu vjerojatnost uspjeSne razmjene gena, to nije uvijek slucaj. Primjerice, poznato je da
bakterije 1 arheje ¢esto medusobno sudjeluju u horizontalnom prijenosu gena (Boto 2010).

Za horizontalni prijenos gena koji nemaju ortologa u bakterijskom kromosomu vrlo je bitna
sposobnost plazmida za replikaciju kako bi se izbjegla potreba za ugradnjom u bakterijski
kromosom (Thomas i Nielsen 2005). Primijeceno je da plazmidi sa ve¢im rasponom domacina
imaju uspjeSnije mehanizme replikacije, a jako vaznom pokazala se sposobnost replikacije
zaostajuceg lanca, kao i1 helikaza domacina koja stupa u kontakt sa Rep proteinom takvih plazmida
(Thomas i Nielsen 2005). Primjerice, dobro istrazeni plazmidi Sirokog raspona domacina, IncP i
IncQ, kodiraju za samo tri replikacijska proteina, od kojih niti jedan nije zaduZen za replikaciju
zaostajuceg lanca (Thomas i Nielsen 2005). Replikacija ovih plazmida zahtijeva upotrebu DNA -
polimeraze 111, SshB proteina te proteina sli¢nih histonima, od kojih svi imaju nisku specifi¢nost
na DNA (Thomas i Nielsen 2005). Medutim, odsutnost gena za sintezu zaostajuc¢eg lanca dovodi
do nakupljanja meduprodukata replikacije ssDNA, postavljajuéi tako ogranicenje na koli¢inu
DNA koju plazmidi mogu steci i horizontalno prenijeti (Thomas i Nielsen 2005).

Nadalje, bakterije su razvile restrikcijsko modifikacijski sustav koji omogucava
prepoznavanje strane DNA te njeno cijepanje restrikcijskim endonukleazama (Arber 2014,
Thomas i Nielsen 2005). Ovaj mehanizam dobra je zastita protiv bakteriofaga, ¢ija DNA moze
izbjeci restrikcijsko modifikacijski sustav s vrlo malom vjerojatno$éu (Arber 2014). Kako
restrikcijske endonukleaze ne bi razgradile bakterijski kromosom, dolazi do metilacije, odnosno
dodavanja metilne skupine na adenin i citozin u sekvenci za prepoznavanje. Situacija je drugacija
kod malih plazmida i pojedina¢nih gena jer za njih postoji znacajna vjerojatnost da ne sadrze neke
od rjedih restrikcijskih sekvenci, izbjegavajuci na taj nacin uc¢inak enzimskog cijepanja (Thomas i

Nielsen 2005). Unato¢ tome, sa sigurnosS¢u je utvrdeno da je ucestalost transkonjuganata manja
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ako domacin ima dobro razvijen restrikcijsko-modifikacijski sustav (Thomas i Nielsen 2005).
Takoder je utvrdeno da i mnogi plazmidi sadrze gene koji kodiraju za restrikcijsko-modifikacijski
sustav, predstavljajuci na taj na¢in opasnost za DNA domacina ako ona nije metilirana (Thomas i
Nielsen 2005).

Osim toga, poznate su i1 brojne druge prepreke, specificne za mehanizam prijenosa gena.
Primjerice, transformacija je uvjetovana okoliSnim uvjetima jer oni kontroliraju stabilnost DNA,
a samim time i vjerojatnost da ¢e do¢i do transformacije (Thomas i Nielsen 2005). Za transdukciju
je bitan raspon domacéina bakteriofaga (Arber 2014), kao i efikasnost bakterijskog mehanizma
obrane (Touchon, Moura de Sousa i Rocha 2017), dok je za konjugaciju bitna kompatibilnost

povrsina bakterija kako bi doslo do uspjesne formacije konjugacijskog para (Arber 2014).
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3. ZNACAJ

3.1. EVOLUCIJSKI ZNACAJ

Gen dobiven horizontalnim prijenosom gena mora zadovoljiti odredene uvjete kako bi
dulje vremena prezivio u domacinu. Dugo se smatralo da zadobiven gen mora predstavljati
selektivnu prednost ili prema sebi ili domacinu, pa su se istraZivanja bazirala na takvim genima.
Medutim, novijim istrazivanjima otkriveno je da geni koji su preneseni izmedu srodnih
organizama ¢esto imaju (gotovo) neutralan u¢inak na domacina (Soucy, Huang 1 Gogarten 2015).
Iako geni s neutralnim u¢inkom sami po sebi ne predstavljaju selektivhu prednost, stjecanje
neutralnih gena moZze pruzati nove kombinacije genetskog materijala na koje selekcija moze
djelovati. Ipak, najznacajniji geni steCeni horizontalno jesu oni koji predstavljaju evolucijsku
prednost, odnosno adaptaciju na ekoloske uvjete (Soucy, Huang i Gogarten 2015). Takvi geni
obi¢no su smjesteni na tzv. “sebicnim” genskim elementima, kao $to su plazmidi i integrativni
konjugativni elementi (ICE), na kojima se nalaze geni za rezistenciju na antibiotike. Na slozenim
sebi¢nim genskim elementima takoder se nalaze i geni za rezistenciju na toksine, razni metabolicki
geni 1 faktori virulencije. Svojstva pohranjena u ovim genskim elementima mogu sluziti kao
rezervoar gena u nepovoljnim uvjetima (Soucy, Huang i Gogarten 2015).

Horizontalni prijenos gena posrednik je i aditivnog prijenosa gena, odnosno ugradnje
novog genskog materijala u genom (Soucy, Huang i Gogarten 2015; Thomas i Nielsen 2005).
Integracija u genom odvija se procesom nehomologne ili homologne rekombinacije. Aditivni
transfer gena izmedu srodnih gena koji imaju ortolog u genomu domacina obi¢no rezultira dvama
istim kopijama gena u genomu domacina, $to je slicno duplikaciji gena (Soucy, Huang 1 Gogarten
2015). Tako je vise od 1000 gena prepoznato kao geni koji su potekli iz bakterija kod Haloarchaea,
ukljucujuéi gene za asimilaciju ugljika, komplekse respiratornog lanca, membranskih transportera
1 kofaktora u biosintezama. Ovi geni omogucili su precima Haloarchaea prilagodbu na aerobni
nacin Zivota (Soucy, Huang i Gogarten 2015).

Horizontalni prijenos gena ima utjecaj 1 na evoluciju holobionta, odnosno domacina 1
njemu pridruzenu mikrobiotu. Dobar primjer ove tvrdnje jesu bakterije u crijevima Japanaca, koje
mogu razgraditi polisaharide iz morskih trava prisutnih u prehrani Japanaca, omogucavajuci im

iskoriStavanje ugljikohidrata iz algi kao izvor nutrijenata (Hehemann i sur. 2010). Gene za
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razgradnju polisaharida iz algi bakterije su dobile upravo horizontalnim prijenosom ovih gena iz
parazita morskih algi. Ipak, ovo se ne bi trebalo protumaciti kao selekciju koja djeluje na holobiont,
ve¢ kao evoluciju crijevnih bakterija radi popunjavanja ekoloske niSe (Soucy, Huang i Gogarten
2015).

Osim $to horizontalni prijenos gena ima znac¢ajan doprinos u evoluciji prokariota, poznato
je da su geni preneseni iz prokariota u mikroeukariote takoder znac¢ajno utjecali na prilagodbu
mikroeukariota uvjetima ekoloSke niSe. Prvi primjer je kod dugozivaca (Tardigrada),
mikroskopskih eukariotskih organizama, takoder zvanih vodenim medvjedima. Naime, 2015.
godine provedena je analiza genoma ove Zivotinje, koja je dovela do spoznaje da oko 17.5%
sveukupnog genoma dugozivaca predstavlja gene dobivene od bakterija, biljaka, gljiva i arheja
(Emamalipour 1 sur. 2020). Dugozivci su poznati po svojoj sposobnosti prezivljavanja ekstremnih
uvjeta, a stjecanje stranih gena im je zasigurno olakSalo prilagodbu na brojne, ¢ak i ekstremne
zivotne uvjete (Emamalipour i sur. 2020). Jo$ jedan zanimljiv primjer je anaerobni eukariotski
mikroorganizam Monocercomonoides sp., analizom ¢ijeg genoma je otkriveno da ne sadrzi
mitohondrije (Emamalipour i sur. 2020). Daljnjom analizom otkriveno je da Monocercomonoides
sp. sadrzi Fe-S Klastere, steCene horizontalnim prijenosom mitohondrijskog Zeljezo-sumpor Klaster
sustava od drugih bakterija (Emamalipour i sur. 2020). Dobar primjer adaptacije na uvjete
mikrookoliSa predstavljaju 1 Bdelloidea, mikroskopski eukarioti sposobni za aseksualnu
reprodukciju, znac¢ajku dobivenu horizontalnim prijenosom gena (Emamalipour i sur. 2020; Boto
2010). Ovi mikroorganizmi takoder su sposobni za prezivljavanje u ekstremnim ekoloSkim
uvjetima, kao $to su ekstremne suse koje uzrokuju razgradnju dsDNA, omogucéujuci ubacivanje

prokariotskih gena u genom po ponovnom izlaganju vodi (Emamalipour i sur. 2020).
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3.2. PROTEORODOPSIN

Proteini kovalentno vezani za retinal koji apsorbiraju svjetlost nalaze se u sve tri domene
zivog svijeta (De la Torre i sur. 2003). Kod visih Metazoa, rodopsini se nalaze u fotoreceptorskim
stanicama mreZnice 1 sluze za detekciju i prepoznavanje fotona razlicitih valnih duljina (De la
Torre i sur. 2003). Za bakterijske rodopsine mislilo se da se nalaze iskljucivo u halofilnim arhejama
(De la Torre i sur. 2003). Jedan takav protein je bakteriorodopsin - membranski protein koji koristi
retinal kao kromofor za pokretanje svjetloS¢u regulirane protonske pumpe, a otkriven je u
halofilnoj arheji Halobacterium salinarum (Béja i sur. 2001). Pri apsorpciji svjetla,
bakteriorodopsin prolazi kroz niz konformacijskih promjena koje su odgovorne za transport
protona preko membrane, rezultirajuc¢i u elektrokemijskom membranskom potencijalu koji je
odgovoran za sintezu ATP-a pomo¢u H*ATP-aze (Béja i sur. 2001). Iako se prije smatralo da
ovakav sustav postoji samo kod arheja, sli¢an sustav pumpanja protona posredovan rodopsinom
otkriven je kod nekultiviranih morskih bakterija iz “SAR86” filogenetske grupe (Béja i sur. 2001;
Frigaard i sur. 2006). Beja i sur. (2001) testirali su formiraju li molekule nalik rodopsinu
fotoaktivne proteine, analiziraju¢i uzorke bakterijskog planktona iz povrSinskog sloja vode u
zaljevu Monterey Bay. Otkrili su da fotokemijske reakcije u membranama bakterioplanktona
proizvode intermedijer s crvenim pomakom spektralno slican rekombinantno eksprimiranom
proteorodopsinu u E. coli, ¢ime su dokazali postojanje transportera sli¢nih proteorodopsinu u
povrSinskim vodama. Takoder su dokazali visoku koncentraciju proteorodopsina u membranama
SARS86 filogenetske skupine, ukazujuc¢i na znacajnu ulogu proteorodopsina u fiziologiji ovog
bakterioplanktona. lako bakterije koje posjeduju proteorodopsin ne provode fotosintezu u uzem
smislu, koriStenje proteorodopsina za svjetlom vodenog kemiosmotskog potencijala daje im
znacajnu konkurencijsku prednost (Frigaard i sur. 2006). Otkri¢e visoke sli¢nosti mehanizama
kontrole valne duljine u bakterijskom i arhealnom rodopsinu (Béja i sur. 2001) upucuje na
moguénost horizontalnog prijenosa gena izmedu bakterija i arheja koje posjeduju rodopsin. O
rasirenosti proteorodopsina u oceanima govori i Cinjenica da je proteorodopsin otkriven na
Antarktiku dobiven od bakterije visoko srodne SAR86 skupini u Monterey Bayu koja sadrzi
proteorodopsin (Béja 1 sur. 2001). Zasad su proteorodopsini otkriveni samo kod morskih
proteobakterija kao Sto je Pelagibacter ubique (Frigaard i sur. 2006).

Mikrobni sustavi bazirani na rodopsinu relativno su jednostavni te ih kodira mali broj gena,

imaju sposobnost funkcije u membranama raznovrsnih mikrobnih skupina te snazan doprinos
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stanicnom metabolizmu, $to upucuje na visoku stopu genske mobilnosti (Frigaard i sur. 2006).
Buduci da se ovi geni lako prenose horizontalno te predstavljaju adaptivnu prednost, nasli su se u

genomima svih triju zivotnih domena, $to ih ¢ini kozmopolitskim genima (Frigaard i sur. 2006).

3.3. REZISTENCIJA NA ANTIBIOTIKE

Rezistencija na antibiotike problem je s kojim se suocava cijela populacija, a radi se o
prisutnosti genetski uvjetovanog mehanizma rezistencije koji patogenu omogucuje prezivljavanje
tretmana antibioticima (MacGowan i Macnaughton 2017). Antibiotska rezistencija moze biti
naslijedena ili ste€ena. U kontekstu steCene rezistencije, bitan je horizontalan prijenos gena kojima
se ona S§iri preko plasmida i transpozona. Postoje Cetiri glavna mehanizma preko kojih bakterije
prezivljavaju tretiranje antibioticima, a to su izmjena ciljane supstance lijeka, inaktivacija enzima,
pojacano izbacivanje lijeka iz stanice te smanjena permeabilnost na lijek (MacGowan i
Macnaughton 2017).

Beta laktami i karbapenemi su antibiotici Sirokog spektra, ¢ije djelovanje je znacajno
smanjeno zbog porasta bakterija s razvijenim mehanizama rezistencije na ove antibiotike.
Hidrolizom B-laktamskog prstena -laktamazama, enzimima koje posjeduju bakterije iz porodice
Enterobacteriaceae, stvara se rezistencija na penicilin i cefalosporine, posebice kod E. coli i
Klebsiella pneumoniae (MacGowan i Macnaughton 2017). U EU se rezistencija ove dvije vrste na
cefalosporine povecala za vise od 50% u razdoblju od 2012. do 2015. (MacGowan i Macnaughton
2017). Broj mikroorganizama koji posjeduju karbapenemaze takoder se povecava, a trenutno su
Enterobacteriaceae s ovim enzimima prisutni globalno, ukljucujuéi u dijelovima juzne Europe, ali
i zemalja u razvoju (MacGowan i Macnaughton 2017). Jo§ veci problem predstavlja Cinjenica da
karbapenemaze Cesto dolaze u paru s drugim mehanizmima rezistencije, na taj nacin znatno
otezavajuci lijeCenje (MacGowan i Macnaughton 2017).

U novije vrijeme sve ¢eS$¢i su multirezistentni organizmi za koje ne postoji efikasan nacin
lijeenja (MacGowan i1 Macnaughton 2017). Najve¢i problem predstavljaju tzv. ESKAPE
patogeni: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, K. pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter spp., koji su posebno vazni zbog

nozokomijalnih infekcija (MacGowan i Macnaughton 2017). MoZda najpoznatiji od ovih patogena
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jest S. aureus rezistentan na meticilin (MRSA). Ova bakterija ustvari predstavlja jednu od rijetkih
pozitivnih pri¢a o kontroli multirezistentnih patogena zbog znacajnog smanjenja zaraze MRSA -
om u Ujedinjenom Kraljevstvu od 2000. do 2012. godine (MacGowan i Macnaughton 2017).
Medutim, u nekim europskim drzavama MRSA i dalje ima znacajan utjecaj na bolnicke infekcije,
povecavajuc¢i uporabu vankomicina, §to rezultira u pojavljivanju S. aureus rezistentnog na
vankomicin (VRSA) (MacGowan i Macnaughton 2017). Ovakve sojeve posebno je tesko
kontrolirati.

Pretpostavlja se da u Europi godisnje 25000 ljudi umre zbog infekcija uzrokovanih
ESKAPE patogenima (MacGowan i Macnaughton 2017). Budu¢i da i dalje ne postoje idealne
alternative antibioticima, a broj rezistentnih sojeva raste, u uporabu se vracaju stariji antibiotici
koji su se prestali koristiti zbog Stetnih utjecaja na zdravlje. Kako bi se problem multirezistentnih
bakterija doveo pod kontrolu, potrebno je povecati svijest javnosti prema ovom problemu te
smanjiti koriStenje antibiotika. Potrebno je i smanjiti Sirenje rezistentnih sojeva u zdravstvu
pravilnom higijenom, izolacijom i redovitim testiranjem na bolesti (MacGowan i Macnaughton
2017).
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4. ZAKLJUCAK

lako se Darwinovo stablo zivota ¢ini kao logi¢an prikaz evolucije, analizom bakterijskih
genoma pokazalo se da je ono lo§ prikaz evolucije prokariota. Horizontalni prijenos gena
predstavlja jednu od vodecih sila prokariotske evolucije, omogucéavajuéi im dijeljenje adaptivnih
svojstava neovisno o srodstvenim odnosima, §to rezultira Sirokom rasprostranjenoS¢u gena koji
kodiraju za svojstva povoljna svojim nosiocima. Jedno od takvih svojstava predstavlja
proteorodopsin, koji je Siroko rasprostranjen u oceanskim bakterijama, a pruza im mogucnost
iskoriStavanja svjetlosne energije za stvaranje ATP-a. Horizontalni prijenos gena djeluje poput
dvosjeklog maca: s jedne strane izvor je raznolikosti u prirodi, a s druge strane djeluje nepovoljno
na prezivljavanje ljudi zbog uc¢inaka kao $to je rezistencija na antibiotike, koja je danas globalno
raSirena. U svrhu rjeSavanja ovog problema potrebno je dublje razumijevanje mehanizama koji
stoje iza horizontalnog prijenosa gena: konjugacije, transformacije i transdukcije, s naglaskom na
konjugaciju koja je prvenstveno odgovorna za prijenos gena za rezistenciju na antibiotike. Naime,
umjesto fokusa na razvoj novih antibiotika, paznju bi trebalo posvetiti na horizontalni prijenos
gena kao glavnu metu, primjerice upotrebom CRISPR-Cas9 sustava. Disrupcijom mehanizama
prijenosa gena mogla bi se smanjiti rasirenost rezistencije, Sto ¢e zauzvrat smanjiti i potrebu
razvijanja novih antibiotika. Osim toga, razumijevanje horizontalnog prijenosa gena doprinijelo bi
1 genetickom inZenjerstvu, u kojem se ve¢ i danas Siroko primjenjuju bakterijski mehanizmi

prijenosa gena.
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