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U¥oD

Aleksandar Fleming je 1929, godine primetio da je rast kulture
Staphylococcus na agaru inhibiran  metaboliCkim produktom kolonije
Penicillium  notatum. Taj metabolicki produkt je nazvan penicilin,
ovim otkricem oznalen je poCetak antibiotske ere, ere veoma intenzivne
upotrebe antibiotika, kao i njihovog izuCavanja.

Antibiotici su prirodne organske supstance, produkti nekih
microorganizama, koje su aktivne protiv drugih mikroorganizama. Danas je
poznato oko 6000 antibiotika prirodnog porekla. Od toga oko 70 antibiotika
je naslo prakticnu primenu prvenstveno u medicini i veterini. Zahvaljujuci
5iroj upotrebi antibiotika, mnoge infektivne bolesti izazvane
streptokokama, pheumokokama, stafilokokama, i1 drugim
mikroorganizmima, danas su skoro eliminisane. Medjutim, tokom vremena,
sve vise 1 vide bakterijskih sojeva fe postalo rezistentno na razliite
antibiotike, tako da su izuCavanja u ovoj oblasti i dalje vrlo aktuelna. Da b
fzuCavanja novih antibiotika, kao i izolovanje sintetskih i semisintetskih
agenasa, dalo pozitivne rezultate, neophodno je dobro poznavanije
mehanizama delovanja antibiotika na bakterije, kao 1 izuCavanje
postojecih mehanizama rezistencije bakterija na antibiotike.



1. Mehanizmi delovanja antibiotika na bakterije

Zahvaljujuci specifiCnom inhibitornom delovanju na metabolicke
procese, antibiotici su potpomogli fundamentalna istraiivanja u
molekularnoj biologiji. Antibiotici inhibitorno deluju na pojedine
biosintetske procese u bakterijskoj celiji, tako 5to se vezuju za neku
komponentu celije i inaktiviraju njenu funkciju. Ova inhibicija dovodi do
usporenog rasta ili do smrti celije.

S obzirom na mesto delovanja, antibiotike mozemo podeliti u nekoliko
grupa:

1. antibiotici koji deluju na biosintezu celijskog zida,

2. antibiotici koji inhibiraju sintezu proteina,

3. antibiotici koji deluju na biosintezu ili funkcionisanje nukleinskih
Kiselina,

4, antibiotici koji utiCu na permeabilnost celijske membrane,

5. antibiotici koji inhibiraju k1jucne metabolicke enzime.

U tabeli 1. dati su osnovni podaci o mehanizmu delovanja, mestu
delovanja, kao i neki predstavnici ovih grupa antibiotika.



Tabela | Mehamizmi delovanja antibiotika

INHIBICIJA MESTO DELOYANJA ANTIBIOTICI

BIOSINTEZA

ENZIM TRANSPEPTIDAZA, PENICILINI
CELIJSKOG ZIDA

KOJA KATALIZUJE FINALNU CEFALOSPORINI
REAKCIJU U BIOSINTEZI
CELIJSKOG ZIDA

ALANIN RACEMAZA |

D-CIKLOSERIN
D-ALANIL-D-ALANIN
SINTETAZA
BIOSINTEZA 30S SUBJEDINICA TETRACIKLINI
PROTEINA RIBOZOMA AMINOGLIKOZIDI
(TRANSLACIJA)

505 SUBJEDINICA HLORAMFENIKOL

RIBOZOMA ERITROMICIN
LINKOMICIN
FAKTOR ELONGACIJE FUSIDICNA
(EF-G) KISELINA
BIOSINTEZA BIOSINTEZA DNA NOYOBIOCIN
NUKLEINSKIH (REPLIKACIJA)
KISELINA ]
BIOSINTEZA RNA RIFAMPICIN
(TRANSKRIPCIJA)
FUNKCIJE
CELIJSKE CELIJSKA MEMBRANA POLIMIKSINI
MEMBRANE
METABOLIZAM SINTETAZA DIHIDRO- SULFONAMIDI
PTERDIDNE KISELINE
REDUKTAZA DIHIDRO- TRIMETOPRIM

FOLNE KISELINE




1 Antibiotici koiji inhibiraiju sintezu proteina

Velika grupa antibiotika svoje inhibitorno dejstvo ostvaruje na nivou
sinteze proteina. Kompleksna gradja ribozoma i etape u kojima se odvija
sinteza proteina pruzaju veliki broj mogucnosti za delovanje antibiotika
(4,5,6). U tabeli 1., antibiotici koji inhibiraju translaciju svrstani su na
osnovu targeta za koji se vezuju. Druga mogucnost podele bi bila na osnovu
procesa koji inhibiraju (inicijacija, elongacija ili terminacija). U svakom
sluéaju ni jedna klasifikacija ne moze biti idealna, po5to je pokazano da
neki antibiotici imaju vise od jednog mesta vezivanja na ribozomu, a
takodje da mogu inhibirati viSe reakcija u sintezi proteina. Pored
inhibicije sinteze proteina na ribozomima, neki antibiotici (naroCito
streptomicin) uzrokuju razliCite, na prvi pogled nepovezane fizioloske
efekte, kao Sto su povecana permeabilnost celijske membrane, stimulacija
sinteze RNK, morfoloske promene i td. (7).

Najinteresantniju grupu antibiotika Cine aminoglikozidi. Pravilno ime
ovih antibiotika bi bilo aminociklitoli, posto svi antibiotici koji se
svrstavaju u ovu grupu ne sadrze ostatak amino-$ecera. Aminoglikozidi
mogu biti podeljeni na osnovu strukture aminociklitola koji sadrze (Tabela
2). Grupa antibiotika sa 2-dezoksistreptaminom moze dalje biti podeljena
na 4,5-disubstituisane dezoksistreptamine (neamin, neomicin, lividomicin,
paromomicin, butirozin) 1 4,6-disubstituisane dezoksistreptamine
(kanamicin, tobramicin, gentamicin, sisomicin) zavisno od toga koje
hidroksilne grupe (vezane za ugljenikove atome na poziciji 4,5 ili 6) su
supstituisane razlicitim amino-Secerima. Pored ovih antibiotika u
aminoglikozide spadaju i na primer kasugamicin i higromicin, Cije se
strukture razlikuju od ovih vec opisanih.

ovi ovi aminoglikozidni antibiotici su proizvodi sekundarnog
metabolizma bakterija roda Sirepfomyces, MNICromonospora,
Bacilius, pa Cak i nekih vrsta roda Pseudomonas.  Pored ovih prirodnih
antibiotika konstruisani su i neki semisintetski derivati, kao 5to su
amikacin (derivat kanamicina)(8), dibekacin (derivat kanamicina)(9),



Tabela 2. Klase aminoglikozidnih antibiotika

Aminociklitol

Antibiotik
Ime Struktura
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netilmicin (derivat sisomicina)(10) u cilju efikasnije borbe protiv nekih
bakterija rezistentnih na pojedine aminoglikozidne antibiotike.

Mehanizam delovanja aminoglikozidnih antibiotika najbolje je izucen
u slucaju streptomicina. Streptomicin je prvobitno bio otkriven u kulturi
Streptomyces griseus, a kasnije je otkriven i u drugim vrstama roda
Streplomyces. Hemijska struktura streptomicina prikazana je na slici 1.

HO
H N NH
X_,_/—IO 2 \C//
) . .
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HCO N>
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Slika 1. Hemijska struktura streptomicina
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Posto je struktura ovog molekula kationske prirode, kao to je slucaj i sa
ostalim aminoglikozidima, streptomicin uzrokuje brojne efekte u
intaktnim bakterijama i na njihovim Celijskim komponentama. Tako
streptomicin moze da interaguje sa nukleinskim kiselinama i proteinima,
da utiCe na permeabilnost celijske membrane, da utie na mnoge Celijske
procese preko promene nivoa ciklicnog AMP-a i guanozin tetrafosfata
(ppGpp)(7). Medjutim, najviée paznje je usmereno na ribozome kao mesto
delovanja streptomicina, Sto je pokazano jos 1961. (11). Od tog vremena,
pokazano je da ribozomi nisu samo mesto delovanja streptomicina, vec i
svih ostalih aminoglikozidnih antibiotika.

Pored toga Sto inhibiraju sintezu proteina, neki aminoglikozidi
izazivaju greSenje u translaciji /7 vivo i in vitro. GreSenje u translaciji
je prvo zapazeno kod mutanta "uslovno zavisnog od streptomicina”
("conditional streptomycin dependent” -CSD)(26,27). Naime, kod takvog
mutanta je zapaZeno da se enzim koji nedostaje u celiji usled prisustva
‘nonsense” mutacije u genu koji ga kodira, moze sintetisati u prisustvu
subletalnih koncentracija streptomicina. Ovakav efekat streptomicina je
oznacen kao fenotipska supresija (28,29), poSto je ovaj efekat
posledica uslova sredine na proces translacije, odnosno supresija zavisi od
prisustva ili odsustva streptomicina u medijumu. Za razliku od fenotipske
supresije,  informaciona  supresija je posledica mutacija u
supresorskim lokusima, tj. posledica izmenjene aktivnosti tRNK (30).
Pored toga, izolovani su i mutanti u genima za ribozomske proteine kod
kojih je smanjena vernost translacije, odnosno koji imaju supresorsku
aktivnost. To suram mutanti ("ribosomal ambiguity mutation”). Do sada
su izolovane dve mutacije ram karaktera u strukturnim genima za proteine
male 305 subjedinice. To su ramA mutacija u rpsD, strukturnom genu za
protein S4 (14) i ramC mutacija u rpsk, strukturnom genu za protein S5
(32,33). Efekat ovih mutacija ramA iramC je veoma sli¢an fenotipsko]
supresiji streptomicinom. Kod ovih mutacija je 1 bez specifi¢nog
supresora moguca /7 v/vo supresija sva tri "nonsense" kodona, kao i
mutacija koje pomeraju okvir Citanja ("frameshift" mutacije). U /n vitro
uslovima takodje je moguée zapaziti efekat streptomicina ili ram
mutacija na vernost translacije. Naime, zapazeno je da poli-U,
informaciona RNK za polifenilalanin, moZe biti proditana u prisustvu



streptomicina kao polifzoleucin i1 poliserin i ovaj fenomen je nazvan
greSenje u translaciji 111 "misreading” (34). SliCno efektu streptomicina,
ribozomi izolovani iz ram mutanata izrazito greSe u translaciji, Sto se
ogleda u povecanoj sintezi poliizoleucina na poli-U kao iRNK (28,32). Pored
ramA i ramC mutanata,nedavno su izolovani i mutanti u cpll, strukturnom
genu za protein L7/L12 (61,62). Ova dva proteina su medjusobno identicna
s tim Sto protein L7 ima acetilnu grupu na N-krajnjem serinu. Ovi mutanti
pripadaju ram klasi posto omogucavaju supresiju sva tri "nonsense” kodona
/n vivo, atakodje i povecano greSenje u translaciji 7 vitro.

Suprotno dejstvo na gresenje u translaciji m wivo i in vitro
imaju mutacije u nekim genima za ribozomske proteine, Cija je fenotipska
ekspresija rezistencija na aminoglikozidne antibiotike, To su takozvane
restriktivne mutacije, posto prisustvo ovakve mutacije u genomu bakterija
vodi ka /»n vive restrikciji aktivnosti supresora, odnosno prisustvo
ovakvih mutacija onemogucava supresiju "nonsense” mutacije u prisustvu
specificnog supresora (29,30,35). Pored toga, prisustvo ovakvih mutacija
izaziva drasti¢no smanjenje greSenja u translaciji u 7 vitro sistemu.
Ovoj klasi restriktivnih mutacija pripada i mutacija u rpsl (strA) genu
(strukturni gen za protein S12), ¢ija je fenotipska ekspresija rezistencija
na streptomicin (29,36,37). zatim mutacija u rpsQ (neaA) genu (strukturni
gen za protein S17),koja je odgovorna za rezistenciju na neamin (38) i
mutacija u rplE genu (strukturni gen za protein L6), koja dovodi do
rezistencije na gentamicin (39 40). Pored mutacije koja determinise
rezistentnost na antibiotik streptomicin, u rpsl genu mapira i mutacija
koja vodi ka zavisnosti rasta bakterije od streptomicina (41,42). Ranije se
pretpostavljalo da mutanti Ciji je rast zvisan od prisustva antibiotika
imaju ribozome Cija je struktura tako narudena da vrde i restrikciju
aktivnosti normalnih  tRNK, odnosno mogu da vrse inkorporaciju
aminokiselina samo ukoliko je prisutan antibiotik koji izaziva greSenje u
translaciji (33). U slucaju streptomicin zavisnog mutanta, streptomicin u
medijumu mogu zameniti paromomicin ili etanol (43). Medjutim, pokazano
je da ‘mutanti Ciji je rast zavisan od streptomicina mogu da koriste
antibiotik za rast u prilicno niskoj koncentraciji i da ribozomi izolovani iz
ovakvog mutanta imaju izuzetno nizak afinitet za streptomicin (44).
Kasnije je pokazano da se streptomicin vezuje za ribozome ali samo tokom



rasta, odnosno da do vezivanja antibiotika dolazi samo tokom formiranja
ribozoma 1 tako se najverovatnije ponistava efekat promenjenog
ribozomskog proteina. Na ovaj naCin sintetiSu se funkcionalno aktivni
ribozomi. Za razliku od ovakvih ribozoma, ribozomi koji se sintetisu
tokom rasta u medijumu bez antibiotika (linearan rast) imaju promenjenu
konformaciju i promenjene funkcionalne osobine (45,46).

Pored streptomicin ovisnog mutanta, izolovani su i drugi mutanti €iji
rast zavisi od prisustva antibiotika. To su spektinomicin zavisan,
Kasugamicin zavisan i neamin zavisan mutant (47,48,49,50 i 51). Medjutim,
5to se tiCe kontrole vernosti translacije interesantan je samo mutant Ciji
rast zavisi od neamina. Ovaj mutant pokazuje restrikciju aktivnosti
supresora /7 vive, au skladu sa tim i povecanu vernost translacije u /n
vitro sistemu za sintezu proteina (51). Ovaj mutant, slicno streptomicin
zavisnom mutantu, ima izmenjen protein male subjedinice S12. Medjutim,
neke osobine, na primer rast u prisustyu razlic¢itih antibiotika, Cine ga
razlicitim od streptomicin zavisnog mutanta, te se moze smatrati da ovaj
mutant nije streptomicin zavisan mutant za (V:iji rast moze biti prisutan
neamin, veC da pripada novoj klasi antibiotik zavisnih mutanata. Pored
podataka koji su dobijeni analizom ovih mutanata za protein S12 je u
eksperimentima rekonstrukcije 305 subjedinice potvrdjeno da je ukljucen
u kontrolu vernosti translacije (52). Medjutim, mesta vezivanja ova dva
antibiotika se ne preklapaju (53), 8to ukazuje na to da izmenjeni protein
S12 ne utie direktno na interakciju antibiotik-ribozom, vec da u
kooperaciji sa drugim komponentama ribozoma utice na izmenjeni afinitet
ribozoma za antibiotik (ili na formiranje ribozoma), a krajnji rezultat je
povecana vernost translacije, odnosno fenotipski - rast zavisan od
prisustva antibiotika.

Da postoji kooperacija razliCitih ribozomskih proteina u kontroli
vernosti translacije, najbolje se vidi kod duplih mutanata. Takvi su na
primer revertanti mutanata zavisnih od streptomicina ¢iji je rast postao
neovisan od prisustva streptomicina. Naime, pokazano je da ovi revertanti
poseduju dodatnu mutaciju i1i u rpsD (ramA) genu (54,55) ili u rpsk (ramC)
genu (56,57). Ovi revertanti pokazuju razliCite nivoe gredenja u translaciji
i senzitivnost, odnosno rezistentnost na razliCite koncentracije



streptomicina Sto zavisi od toga koji su aleli rpsl gena i rpsD (ramA) il
rpsk (ramC) gena prisutni u genomu (32,58). Ipak, moze se re¢i da je nivo
gresenja u /» vitro translaciji ribozoma izolovanih iz ovih revertanata
slican nivou greSenja ribozoma izolovanih iz bakterija divljeg tipa.

Ucilju izuCavanja interakcije proteina ribozoma koji uticu na vernost
translacije, konstruisani su i dupli mutanti Koji u svom genomu imaju
jednu restriktivnu 1 jednu ram mutaciju (slika 2.). Sli¢no kao i kod
revertanata Ciji je rast postao nezavisan od prisustva streptomicina
mutacije u genima za 54 i 55 anuliraju efekat strA i neaA mutanata. U
duplim mutantima dolazi do smanjivanja restrikcije aktivnosti supresora i
poveCavanja greSenja u translaciji u poredjenju sa restriktivnim sojem,
odnosno nivo gresenja u translaciji se pribliZava onom nivou koji je
karakteristiCan za bakteriju divljeg tipa. Pored toga, kod duplih mutanata
dolazi i do smanjenja stepena rezistencije u poredjenju sa rezistentnim
sojem (1,2,3). Mutacije u genu za protein L7/L12 deluju na rpsL alel slicno
izmenjenim proteinima S4 i S5 (61,62).

PoSto je izmenjeni protein L6 jedini protein velike subjedinice za
koji je pokazano da povecava vernost translacije, bilo je interesantno
videti da 1i restriktivan uticaj ovog proteina moze biti anuliran mutacijom
u strukturnim genima za druge proteine 505 il1i 30S subjedinice. [zolovani
su revertanti koji vise ne pokazuju restriktivan efekat na vernost
translacije i pokazano je da takvi revertanti imaju promenjen ili protein
54 ili protein S3. Interesantno je zapaziti da u ovim eksperimentima nisu
izolovani revertanti sa izmenjenim proteinima velike subjedinice, npr. sa
izmenjenim proteinom L7/L12. Jedna od ovih mutacija u rpsD genu (protein
54) Kkoja je izolovana u ovakvim revertantima, kombinovana je sa
mutacijom u rpsl genu i dobijen je efekat derestrikcije kakav nije
primecen ni sa jednim alelom rpsD gena koji je dobijen selekcijom za
derestrikciju aktivnosti supresora u bakteriji sa mutacijom u rpsl (strA)
genu. |z ovoga se moze zakljuciti da samo oni izmenjeni proteini 305
subjedinice koji izazivaju veoma visok nivo greSenja u translaciji mogu
da uticu na restrikciju uzrokovanu mutiranim proteinom S0S subjedinice
(59). '
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Slika 2. Interakcije ribozomskih proteina koji uCestvuju u kontroli
vernosti translacije. (+) i (=) oznaCavaju da 1i mutacije u genima za te
proteine povecavaju il smanjuju nivo greSenja u translaciji.



Konstruisani su i sojevi koji imaju dve ram mutacije u svom genomu -
ramA (protein S4) i ramC (protein 55). Pretpostavljeno je da ovakvi sojevi
imaju najveci moguci nivo gredenja u translaciji i bilo je interesantno
videti da 1i su ovakvi sojevi vijabilni i da 1i kod njih dolazi do
multiplikacije gresenja u translaciji. Dupli mutanti ramA, ramC su
vijabilni iako jako sporo rastu i imaju povecan nivo gredenja u transiaciji.
Medjutim, povecanje gredaka u translaciji nije mnogo vece kada se poreds
sa gresenjem koje izaziva prisustvo samo jedne ram mutacije, $to govori
da efekat ove dve mutacije nije aditivan. Pored povecanog nivoa gresenja u
translaciji sojevi sa dve ram mutacije su hipersenzitivni na antibiotik
streptomicin, Sto je 1 karakteristika sojeva sa samo jednom ram
mutacijom uporedjenju sa sojem divljeg tipa. Medjutim,sojevi sa dve ram
mutacije imaju manje_inhibitorne koncentracije od sojeva sa jednom ram
mutacijom (60).

Na osnovu opisanih rezultata moglo bi se zakljuciti da kooperativni
efekat ribozomskih proteina na vernost translacije kvantitativno odgovara
njihovom uticaju na fenotip koji se ogleda u rezistenciji na
animoglikozide. Naime, mutanti sa povecanom vernoscu translacije su
rezistentniji, a oni sa smanjenom vernoScu translacije su senzitivniji na
aminoglikozide u odnosu na soj divljeg tipa. Sojevi koji poseduju i jednu i
drugu vrstu mutacija pokazuju intermedijarnu rezistentnost zavisno od
alela koji su prisutni u genomu bakterija.

Na slici 2. je naznaCeno da i 16S rRNK uCestvuje u kontroli vernosti
translacije. To mogu da ilustruju dva primera. Prvi primer je izmenjena
vernost translacije u ribozomima tretiranim kloacinom DF13. Kloacin
DF13 je bakteriocin koji, slicno kolicinu E3, deluje endonukleoliticki na
165 rRNK i to tako Sto je prekida na 49 nukleotida sa 3' kraja. Ovaj
fragment ostaje vezan za ribozome, ali posledica ove lezije je drastiCna
inhibicija proteinske sinteze /»n vive 1 in vitro. Tretirani ribozomi
zadrzavaju 10-20% aktivnosti, ali za razliku od netretiranih ribozoma
sintetiSu relativno krace polipeptide. Pored toga ribozomi tretirani
kloacinom DF13 imaju povecanu vernost translacije, Sto je pokazano u /7
vitro sistemu za sintezu proteina u kome su kao informacione RNK
koriscene 11 MS2 RNK i1i poli-U (63),
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Drugi primer pruza antibiotik kazugamicin i mutant rezistentan na

ovaj antibiotik (tabela 3.). Kazugamicin je aminoglikozidni antibiotik koji
inhibira inicijaciju sinteze proteina ali se smatralo da ne izaziva greSenje
u translaciji, posto u svojoj strukturi ne sadrzi streptamin ili
2-dezoksistreptamin (3). Medjutim, nedavno je pokazano da kazugamicin u
koncentraciji koja ne inhibira sinezu proteina smanjuje gresenje u /7
vitro translaciji i da ¢ak moze da anulira efekat streptomicina kada su
prisutni zajedno u sistemu. S druge strane, mutant rezistentan na
kasugamicin koji je defektan u dimetilaciji dva susedna adenina na 3’
kraju 16S rRNK (64) pokazuje povecano greSenje u translaciji /n vivo u
sistemu u kome su Koriscene i "nonsense” | "frameshift" mutacije. Mutant
rezistentan na kazugamicin je prema tome slican ram mutantima.
Medjutim, u /7 vitro sistemu u kome je koriscena MS2 RNK, nije bilo
moguce detektovati povecan nivo gredenja u translaciji sa ribozomima
izolovanim iz kazugamicin rezistentog mutanta (65). Moguce je da ovaj
sistem nije dovoljno senzitivan tako da ne mogu da se detektuju male

razlike univou greSenja u translaciji.

ovi ovi primeri ukazuju na to da su razlicite komponente ribozoma
ukljucene u kontrolu vernosti translacije. Osnovna pretpostavka je da
pravilna interakcija kodona i antikodona osigurava vernost translacije, pa
prema tome sve komponente ribozoma koje su posredno ili neposredno
ukljucene u ostvarivanju te interakcije  mogu uticati na vernost
translacije. Gorini je pretpostavio da ribozom poseduje "selektivni
mehanizam” koji moze diskriminisati molekule tRNK (35). JaCina kodon -
antikodon interakcije utiCe ne efikasnost “selektivnog mehanizma",
Komponente ribozoma koje su ukljuCene u kontrolu vernosti translacije su
prema ovoj hipotezi deo "selektivnog mehanizma® ribozoma i njihove
promene mogu uticati na efikasnost ovog mehanizma.

Postavljene su medjutim i druge hipoteze koje uzimaju u obzir i
druge aspekte sinteze proteina a ne samo kodon - antikodon interakciju.
Tako, prema kinetiCkom modelu koji je dao Ninio proteini ukljuceni u
kontrolu vernosti translacije mogu uticati na brzinu procesa elongacije u
sintezi proteina i prema tome povecavati ili smanjivati verovatnocu da
dodje do greske u tom procesu (66). On je pretpostavio da se aminoacil -



ERNK prvo labilno vezuje za ribozom. Transpeptidacija je moguéa tek kada
ta veza postane stabilna. Verovatnoca da ¢e doéi do stabilizacije veze pa
prema tome i do transpeptidacije zavisi od vremena u kome je aminoacil
-tRNK labilno vezana ("sticking time"). Ukoliko je to vreme duze veca je
verovatnoca da ce doci do inkorporacije aminokiseline. Izmenjeni proteini
ribozoma mogu uticati na verovatnoc’uinkorporacije aminokiselina preko
promene tog vremena. Tako bi naprimer ram mutacija povecavala "sticking
time", odnosno povecavala verovatnocu inkorporacije pogredne
aminokiseline, a strA mutacija bi smanjivala "sticking time", odnosno
smanjivala takvu verovatnocu. Pokazano je da strA mutant koji je
rezistentan na streptomicin ima smanjenu brzinu sinteze polipeptidnog
lanca u poredjenju sa sojem divljeg tipa (67). Smanjena brzina sinteze je
povezana sa sporijom transpeptidacijom &to zahteva brzu stabilizaciju
veze aminoacil - tRNK sa ribozomom. To znaCi da je vreme u kome je
aminoacil = tRNK labilno vezana krace, odnosno da je manja verovatnoca
inkorporacije pogresne aminokiseline u polipeptidni lanac. Na taj nacin
moze se objasniti smanjenje gredenja u translaciji, odnosno smanjenje
broja pogresno inkorporiranih aminokiselina koje je primeceno u soju
rezistentnom na streptomicin.

Pored ovog modela koji je dao Ninio pokazano je da ribozomi poseduju
i druge mehanizme odgovorne za prepoznavanje Kkorektnog supstrata,
odnosno korektne aminoacil - tRNK. Hopfield je prvi pretpostavio
postojanje kinetickog korektora ("proofreading”) koji je uslovljen
hidrolizom GTP-a (31). Upravo je ova povezanost korektora supstrata i
hidrolize GTP-a omogucila da se eksperimentalno utvrdi postojanje
korektora i njegovo uceSce u opStoj vernosti translacije (68). U
korektorskom mehanizmu vernost translacije se postepeno povecava
ponovljenim selekcijama supstrata u jednom ili vise koraka u kojima moze
da dodje do odbacivanja supstrata i koje slede posle inicijalne selekcije.
Prema tome energetska cena koju placa sistem za odrzavanje vernosti
translacije je razliCita u korektorskom mehanizmu i u prvom
reverzibilnom selektivnom koraku. Ovakav redosled dogadjaja podrazumeva
da su komponente ribozoma koje ucestvuju u organizaciji R-mesta (mesto
prepoznavanja tRNK - "recognition site”) i A-mesta (akceptorsko mesto)
odgovorne i za kontrolu vernosti translacije. Medjutim, pokazano je da i



P-mesto (peptidil mesto) moze da ucestvuje u kontroli vernosti
translacije tako Sto uti¢e na brzinu translokacije (69). Naime, pokazano je
da nesrodna tRNK usporava translokaciju i tako povecava moguc’nost
disocijacije pogredne peptidil - tRNK. Na ovaj naCin translokacija ima
ulogu u ispravijanju greSaka tokom proteinske sinteze bar u poCetku
translacije.

Poznato je da prosecna frekvencija greSenja u translaciji iznosi 1 - 6
x 107 (70). Postojanje mutanata sa manjom il vecom frekvencom gresaka
ukazuje na to da je vernost genske ekspresije kontrolisana evolucionom
selekcijom. Postavlja se pitanje zaSto je nivo vernosti translacije kod
bakterija divljeg tipa znatajno ispod onog nivoa koji imaju neki mutanti.
Skoradnji rezultati ukazuju na to da postoji korelacija izmedju brzine
rasta 1 vernosti translacije (71, 72). Naime, posto translacioni aparat
predstavlja najveci deo mase rastucih bakterija (a prema tome i sinteza
proteina je glavna metaboliCka aktivnost bakterija), sledi da je brzina
rasta bakterija osetljiva na efikasnost translacije. Odnosno, bakterije sa
najbrzim rastom su one koje imaju najefikasniji translacioni sistem. To
medjutim nije i sistem sa najvecom mogucom vernoScu translacije, nego
onaj sistem koji optimizira cenu koju plata bakterija zbog neke
frekvencije defektnih proteina i cenu dalje redukcije gresaka. Poznato je
da mutanti sa visokom vernoScu translacije postizu tu vernost tako Sto
odbacuju 1.5 - 25 srodna ternarna kompleksa po jednoj formiranoj
peptidnoj vezi zarazliku od bakterija divljeg tipa kod kojih je ta vrednost
1.1 (71). Prema tome, potrosnja GTP-a do ¢ije hidrolize dolazi prilikom
korekturne provere vezivanja aminoacil - tRNK je mnogo veca kod
restriktivnih mutanata sa visokom vernoScu translacije nego kod bakterija
divljeg tipa koje imaju umeren nivo vernosti translacije. S druge strane,
proteini u £co// mogu da tolerisu odredjen nivo aminokiselinskih zamena,
odnosno mogu da tolerisu gredke u svojoj primarnoj strukturi bez uticaja
na funkciju. Prema tome, izabrana je ona vernost translacije za koju
bakter{ja ne placa suvise visoku energetsku cenu (hidroluza GTP-a), a s
druge strane joj omogucava maksimalnu brzinu rasta i samim tim
selektivnu prednost.

Posto je poznato da neki aminoglikozidi izazivaju gresenje u



translaciji, postavua se pitanje da 1i aminoglikozidi deluju tako Sto
postepeno povecavaju broj defektnih proteina koji povratno uticu na
vernost translacije, tako da je broj greSaka sve ve¢i i veci i na kraju
dolazi do smrti celije. Pokazano je da ribozomi izolovani iz Celija koje su
rasle U prisustvu subletalnih koncentracija streptomicina sadrze defektne
proteine. Medjutim neki defektni proteini su izolovani samo u solubilnoj
frakciji bakterija Sto ukazuje na to da postoji diskriminatorni mehanizam
tokom formiranja ribozoma (73). S druge strane, pokazano je da takvi
ribozomi iako sadrze defektne proteine, nemaju bitno izmenjenu ni brzinu
elongacije niti vernost translacije u poredjenju sa bakterijama koje nisu
tretirane streptomicinom (74), sto ukazuje na to da baktericidni efekat
streptomicina nije uzrokovan amplifikovanim brojem greSaka. To
potvrdjuje i Cinjenica da ram mutanti imaju veoma stabilne kulture, iako
je kod njih nivo gredenja u translaciji mnogo veci od nivoa gredenja
indukovanog niskim koncentracijama streptomicina u bakterijama divljeg
tipa. Da qresenje u translaciji mJe samo po sebi odgovorno za 1etalm
efekat streptomicina govori i Cinjenica da streptomicin, kao f vecina
drugih aminoglikozida,; inhibira inicijaciju proteinske smteze. Ova dva
efekta - inhibicija inicijacije i greSenje u translaciji predstavljaju
svojevrstan paradoks koji je razjasnjen kada je pokazano da se radi o
dejstvu antibiotika na ribozome u dva razlicita stanja - jedni su ukljuceni
u inicijaciju translacije, a drugi su ukljuceni u elongaciju polipeptidnog
lanca (75). Streptomicin blokira inicijacioni kompleks, ali na ribozome
koji su ukljuceni u elongaciju polipeptidnog lanca deIUJe tako 5to smanjuje
i brzinu i vernost translacije (76). Na ovaj naCin moze da se objasni
alternativni efekat niskih i visokih koncentracija streptomicina na celije.
Naime, kada je streptomicin prisutan u niskim koncentracijama on
uglavnom del UJe na pr‘eovladjujucu Klasu ribozoma, odnosno na polizome |
dovodi do povecanog gredenja u translaciji, dok u vi soklm koncentracijama
streptomicin dopire do svih ribozoma ukljuCujuci i one koji su angazovani
u inicijaciji translacije i tako zaustavlja proteinsku sintezu. Inicijacioni
kompleks blokiran streptomicinom nije stabilno vezan za informacionu
RNK, veC ta veza ima poluzivot od oko S minuta (77) tako da dolazi do
rec1kllzac1je blokiranih  ribozoma i  inhibicije  novoformiranih
informacionih RNK (78). U svakom sluCaju kod mutanata koji imaju
izmenjeni ribozomski protein S12 ne dolazi ni do inhibicije inicijacije niti



do indukovanog gresenja u translaciji Sto ukazuje na to da je jedno mesto
vezivanja za ribozom odgovorno za oba ova efekta. Medjutim, poznato je da
se streptomicin ne vezuje za protein S12. Naprotiv streptomicin se dobro
vezuje za ribozomska jezgra ("core” partikule) kojima nedostaje protein
912, To vezivanje je bolje ukoliko su prisutni proteini S3 1 S5, a pokazano
je da se streptomicin delimicno vezuje i za protein S4 (79). Velika 50S
subjedinica takodje pospeSuje vezivanje streptomicina za ribozom (80). U
eksperimantima u kojima su korisceni bifunkcionalni agensi koji mogu
formirati medjumolekulske mostove ("cross-linking”) pokazano je da i
proteini male subjedinice S11 i S13 uCestvuju u vezivanju streptomicina
(81), a takodje i proteini velike subjedinice L2, L6 iL17 (82). Kori5¢enjem
fluorescentnih reagenasa pokazano je da i protein L31 ucestvuje u mestu
vezivanja streptomicina (86). Prema ovim rezultatima mesto vezivanja je
samo jedno i1 ukljucuje regione obe subjedinice. Odnosno, streptomicin se
vezuje za povrsinu male subjedinice koja uCestvuje u interakciji sa
velikom subjedinicom i utice na promenu u tom regionu. Posledica ovakve
promene je narusen korekturni mehanizam ribozoma (61,87). S druge
strane, jo5 je Gorini pokazao da se streptomicin specifino vezuje za 165
rRNK i pretpostavio da ribozomski proteini, ukljuujuéi i 512, mogu da
modifikuju sposobnost vezivanja streptomicina (83). Novijim tehnikama je
utvrdjeno da se streptomicin specificno vezuje za odredjeni region 16S
rRNK U koji je ukljuena i baza na poziciji 912 (84). Tranzicija baze na
ovoj poziciji dovodi do rezistencije na streptomicin, a takodje i do
smanjenog greSenja u translaciji (85).

Aminoglikozidi pored toga Sto deluju na sintezu proteina utiCu i na
druge procese u celiji (7). Najinteresantniji je efekat na Ccelijsku
membranu koja postaje propustljiva za nukleotide, aminokiseline,
kalijumove jone, a takodje omoguCava ulazak citrata ili B-galaktozida u
Celije koje nemaju odgovarajuéi transportni sistem za te molekule. PoSto
je bilo primeceno da dolazi do pr opustljivosti za ka]ijumove jone
istovremeno kada dolazi i do inhibicije sinteze proteina, zakljuCeno je da
je osteceme mernbrane deo baktericidnog mehanizma, a ne posledica
delovanja streptomicina na ribozome. Medjutim, da ovo nije tacno pokazano
je ueksperimentima ko ji dokazuju da je za oéteéenje membrane neophodna
aktivna sinteza proteina. Ovo dokazuju i mutanti rezistentni na



streptomicin, koji imaju 1zmenjen ribozomski protein S12 1 kod kojih ne
dolazi do oStecenja membrane pod dejstvom streptomicina. Ukoliko bi
streptomicin nezavisno delovao i na membranu i na ribozome bilo bi malo
verovatno da jedna mutacija koja menja strukturu ribozoma moze da utile
i na membranu. Prema tome, oStecenje membrane nije direktna posledica
dejstva streptomicina, veC rezultat njegovog dejstva na senzitivne
ribozome ukljuCene u sintezu proteina, Dokaz za to je i ¢injenica da do
ubrzanog transporta (“uptake") streptomicina u bakterijsku celiju poznatog
kao EDP I ("energy-dependent phase 1" - energetski ovisna faza II: jedna
od faza transporta aminoglikozida u Celiju) ne dolazi ukoliko je proteinska
sinteza inhibirana hloramfenikolom (88). Transport streptomicina je
takodje sprecen i kod bakterija koje sadrZe plazmide koji nose gene
odgovorne za rezistenciju na streptomicin. U ovom slutaju dolazi do
enzimatske modifikacije streptomicina koji zatim ne moZze da interaguje
sa ribozomima,

S druge strane, pokazano je da streptomicin posto ima sposobnost da
indukuje gresenje u translaciji, utie i na to da se sintetidu defektni
proteini koji se zatim inkorporiraju u ¢elijsku membranu i utiéu na
inicijaciju EDP Il (89). SliCno tome puromicin koji dovodi do prevremene
terminacije proteinske sinteze i na taj naCin stvara defektne proteine
moze da dovede do ubrzanog ulaska streptomicina u celiju, Cak i u
streptomicin rezistentnom mutantu za koga je pokazano da nema EDP ||
(90). Takodje, ram mutanti imaju skracenu prvu fazu transporta
antibiotika (EDP ) koja prethodi fazi ubrzanog ulaska streptomicina u
éeh‘ju - EDP II. Ribozomi izolovani iz ram mutanata imaju povecan afinitet
za streptomicin (91), medjutim ovo povecanje je veoma malo da bi se
njime moglo objasniti skracenje EDP | faze. Verovatnije je da ram
mutanti koji imaju povecan nivo greSenja u translaciji imaju i veci broj
defektnih proteina inkorporiranih u membranu, a na to se jo5 nadovezuje |
autokatalitiCko dejstvo samog streptomicina na transport, tako da dolazi
do veoma brze inicijacije EDP I faze.

Na osnovu ovakvih podataka Davies (92) je pretpostavio sledeci
redosled dogadjaja odgovornih za baktericidno dejstvo aminoglikozida:



1. Mala koliCina antibiotika ulazi u éeliju preko,za sada nepoznatog
mehanizma. Moguce je da antibiotik koristi kanale formirane od defektnih
proteina nastalih zbog prirodnog nivoa greSenja u translaciji. Moguce je
takodje, da antibiotik moze da koristi za ulazak u celiju kanale koji
nastaju na mestima gde je membrana vezana za rastuci celijski zid ili
kanale na mestima proteinske sekrecije. Treca mogucnost je da antibiotik
moze da koristi nespecifitnost transportnog sistema ukljucenog u
transport neke druge po[strukturi slitne komponente. Ta mala kolicina
antibiotika je dovoljna da deluje na ribozome angazovane u elongaciji i da
izazove povecano gresenje u translaciji,

2. Neki od defektnih proteina inkorporiraju se u membranu i zbog
loSeg uklapanja u strukturu membrane stvaraju kanale koji omogucavaju
ulazak antibiotika. Tako nastaje autokataliticki proces povecanog ulaska
antibiotika, gresenja u translaciji i formiranja kanala.

3. Koncentracija intracelularnog antibiotika se postepeno povecava i
dostize onu koncentraciju koja je dovoljna da blokira dalju inicijaciju
proteinske sinteze.

4. Letalni efekat dejstva aminoglikozida nastaje zbog ireverzibilne
blokade proteinske sinteze i zbog permanentog transporta antibiotika u
celiju.



2. Mehanizmi rezistencije bakterija na antibiotike

Inhibitorno delovanje bakterija na antibiotike zasniva se na
interakciji antibiotika sa nekom komponentom bakterijske celije koja je
neophodna za njeno pravilno funkcionisanje. Prema tome, svako sprecavanje
dolaska u kontakt antibiotika i targeta dovodi do rezistencije bakterije na
antibiotik. U biohemijskom smislu do rezistencije moze do¢i na nekoliko
nacina:

I. Modifikacijom targeta u celiji, koji viSe ne moze da interaguje sa
antibiotikom ali i dalje zadrZava normalno funkcionisanje u celiji;

2. Redukcijom fizioloSke vaznosti targeta;
3. Sprecavanjem dolaska u kontakt antibiotika i targeta;

4. Enzimskom modifikacijom antibiotika,

2.1. Modifikacija targeta

Primer za ovakav tip rezistencije je rezistencija na antibiotike koji
inhibiraju sintezu proteina. Rezistencija nastaje kao posledica promene
strukture ribozoma ili neke komponente koja je ukljuCena u sintezu
proteina, tako da se antibiotik ne moze viSe vezati za svoj target u Celiji,
ali je zadrzano njegovo normaino funkcionisanje u ¢eliji. U tabeli 3. su dati
primeri za ovakav mehanizam rezistencije. U ovu tabelu nisu uneti podaci
koji se odnose na modifikaciju targeta u bakterijama koje proizvode
antibiotike. Mehanizmi rezistencije ovih bakterija su opisani u diskusiji.

Mutacije u genima za ribozomske proteine koje su odgovorne za
rezistenciju na razlicite antibiotike mogu se relativno lako dobiti u
laboratorijskim uslovima. To su uglavnom mutanti sa izmenjenim
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Tabela 3. Rezistencija na antibiotike koji inhibiraju sintezu proteina
uslovljena modifikacijom targeta,

Antibiotik Modifikovana komponenta Referenca
Spektinomicin 55 93

16S rRNK 107,108
streptomicin 512 36,94

165 rRNK 85
Neamin 517 38

55 512 95
Kanamicin S12 96
Gentamicin L6 39,40
Kazugamicin submetilacija 165 rRNK* 64,97

52 98/29
Eritromicin metilacija 235 rRNK* 100,101

L4 102,103

L22 102,103

23S rRNK 109
Tiostrepton metilacija 235 rRNK* 104

L11 105,106
Eritromicin
* 10

Hloramfenikol

2335 rRNK
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Nastavak tabele 3.

Antibiotik Modifikovana komponenta Referenca
Kiromicin EF=Tu 111,112
Fusidicna kiselina EF-G 113,114

*oznaCava da se radi o post-transkipcionoj modifikaciji rRNK; u
sluCajevima gde je samo rRNK navedena kao modifikovana komponenta radj
se 0 mutaciji u genu za odredjenu RNK (detaljna objasnjenja vidi u tekstu).

ribozomskim proteinima. Medjutim, ovaj tip rezistencije nije bitno
zastupljen medju kliniCkim izolatima. S druge strane, rezistencija na
eritromicin koja nastaje usled metilacije adenina na poziciji 2038 u 235
rRNK (115), zastupljena je u klini¢kim izolatima posto su geni za metilazu
locirani ili na plazmidima ili na transpozonima, tako da se mogu lakse
prenositi u populaciji bakterija iste ili razlicitih vrsta. Ovaj tip
rezistencije oznaCen je kao "MLS-rezistencija’, poSto su bakterije koje
nose ovaj gen rezistentne i na ostale antibiotike iz grupe makrolida,
linkozamida 1 na streptogramin B (100, 116). Poredjenjem specificnosti
metilaza odgovornih za MLS-rezistenciju izolovanih iz razlicitih bakterija
doslo se do zakljuCka da se metilacija odvija na homolognim mestima,
odnosno U jako konzervativnom regionu 235 rRNK za koji se smatra da
u€estvuje u organizaciji peptidil - transferaznog centra ribozoma (101,

117).

|z tabele 3. se moze videti da pored izmenjenih proteina ribozoma za
rezistenciju mogu biti odgovorne i modifikacije u ribozomskoj RNK
Medjutim, pored metilacija (eritromicin, tiostrepton) i submetilacije
(kazugamicin) u poslednje vreme su izolovani i mutanti rezistentni na



antibiotike  koji imaju izmenjenu primarnu strukturu 16S rRNK
(spektinomicin streptomicin) 11 235 rRNK (eritromicin eritromicin +
hloramfenikol)(tabela 3.). Direktnom selekcijom za rezistenciju nije bilo
moguce izolovati ovakve mutante poSto bakterije u svom hromozomu
imaju vise operona odgovornih za sintezu ribozomskih RNK ( £ co// ima
sedam takvih operona - 118). Prema tome, klasicnom mutagenezom i
selekcijom za rezistenciju nije moguce dobiti mutante sa izmenjenom
ribozomskom RNK poSto bi isti mutacioni dogadjaj morao da se desi u
nekoliko gena koji kodiraju sintezu istog produkta. Jedini takav primer
koji nazalost nije analiziran do detalja, je mutant Aicobacterium
smegmacis dobijen kao klinicki izolat i koji je rezistentan na peptidni
antibfotik viomicin, kod koga je pokazano da do rezistencije moze da
dovede promena i1i u 165 rRNK i1i u 23S rRNK (119). Medjutim, problem
mutageneze gena za ribozomske RNK moze da se prevazidje ako se radi sa
kloniranim genima na plazmidu sa velikim brojem kopija. Na ovaj nacin se
povecava uteSce izmenjenih rRNK u ribozomima. Uspe3ni primeri ovakvog
pristupa su mutanti rezistentni na spektinomicin, streptomicin,
eritromicin i eritromicin i hloramfenikol (tabela 3.). Svi ovi primeri
ukazuju na to da je ribozomska RNK primarni target za neke antibiotike i
da prema tome ribozomska RNK nije samo strukturni deo ribozoma veC da

ima i fundamentalnu ulogu u funkciji ribozoma (84 120).

2.2. Redukovana fizioloSka vaznost targeta

Ovaj mehanizam zapravo objasnjava delimi¢nu  “urodjenu”
rezistenciju nekih bakterija na antibiotike. Tako, ako se analizira
rezistencija na B-laktamske antibiotike medju KkliniCki vaznim
bakterijama, zapaza se da je jedan broj tih bakterija delimi¢no
rezistentan na ove antibiotike. Ova delimiCna rezistentnost je kompleksan
biohemijski mehanizam, ali sigurno je da je jedan od elemenata koji
doprinosi rezistenciji i nedostupnost targeta (enzima odgovornih za
sintezu peptidoglikana) za delovanje B-laktama, specijalno u Gram -
negativnih bakterija, usled prisustva spoljne membrane koja je
nepermeabilna za veci broj ovih antibiotika. Osim toga Gram - negativne

bakterije poseduju i mnogo tanji sloj peptidoglikana nego Gram - pozitivne



bakterije, Sto ukazuje na manju fizioloSku ulogu peptidoglikana u
odrzavanju osmotskog pritiska kod ovih bakterija. Peptidoglikanski
kompleks ¢ini 10% Celijskog zida Gram - negativnih bakterija, dok kod
Gram - pozitivnih Cini 50% a poneked i do 90%, 5to je i razumljivo posto je
kod ovih bakterija osmotski pritisak 3 - 5 puta veci. Gram - pozitivne
bakterije skoro sasvim ovise od prisustva peptidoglikanskog omotaca za
odrzavanje osmotskog pritiska i zbog toga su one znatno senzitivnije na
f3-laktamske antibiotike (121).

2.3. SprecCavanie dolaska u kontakt antibiotika i targeta

Ovaj tip rezistencije se objasnjava uspostavljanjem barijere na nivou
transporta antibiotika u Celiju. Primer ovakve rezistencije je rezistencija
na tetraciklin. Prisustvo plazmida u bakteriji £co/i  koji determinise
rezistenciju na tetraciklin omogucava indukovanu sintezu tri proteina koji
se integrisu u citoplazmati¢nu membranu | spreCavaju transport
tetraciklina u c'eHju. NaCin kako ovi proteini spretavaju transport
tetraciklina nije poznat, medjutim posto tetraciklin rezistentne celije
ipak sadrze odredjenu kolitinu antibiotika (antibiotik je u ovom slutaju
transportovan u celiju razlicitim mehanizmom od onoga koji se koristi kod
senzitivnih Celija), izgleda da je u mehanizam rezistencije pored
smanjenog ulaska u celiju ukljuCena i mogucnost izbacivanja antibiotika
iz celije (122,123). Interesantno je jos napomenuti da su geni odgovorni za
rezistenciju Kklonirani iz bakterije proizvodjata oksitetraciklina
(Streptomyces  rimosuys ) u senzitivan soj Séreptomyces — griseus.
Okarakterisana su dva gena tetA i tetB, pri Cemu je produkt tetA gena
povezan sa rezistencijom na nivou translacionog aparata (ribozomi nisu
direktno odgovorni za ovu rezistenciju vec¢ se radi o promeni nekog
solubilnog faktora), dok je produkt fetB gena odgovoran za redukovanu
akumulaciju tetraciklina (124).

Rezistencija na aminoglikozidne antibiotike, takodje moZe nastati
spreCavanjem transporta antibiotika u Celiju. Aminogkilozidi se
transportuju u celiju procesom ovisnim o energiji i zato  inhibicija
oksidativne fosforilacije vodi spreéavanju transporta aminoglikozida
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odnosno rezistenciji na ove antibiotike. Mutanti defektni u oksidativno]
fosforflaciji ne transportuju aminoglikozide u cCeliju. Zato su
aminoglikozidi manje efikasni u anaerobnim uslovima i protiv anaerobnih
bakterija. Posto aerobni uslovi omogucavaju transport elektrona u
respiratornom lancu,5to je neophodno za transport aminoglikozida u ¢eliju,
bilo koja mutacija koja narusava ovaj proces, a nije letalna za bakteriju
dovodi do opSte rezistencije na aminoglikozide (88,121). Ovakve mutacije
su detektovane u laboratorijskim uslovima kao i u klinickim izolatima.
Pored toga, promene na nivou transporta aminoglikozida su zapazene i u
bakterijama koje ih proizvode. To je slucaj sa bakterijama koje proizvode
streptomicin, Streptomyces griseus i Streptomyces bikiniensis.
Ove bakterije pored toga Sto imaju enzim koji inaktivira intracelularni
streptomicin,  tokom proizvodnje streptomicina imaju smanjenu
permeabilnost celijske membrane za ekstracelularni antibiotik (125, 126).

2.3. £nzimska inaktivacija antibiotika

Ovo je najCeS¢i mehanizam rezistencije na antibitoike zapazen u
klinickim izolatima bakterija. Mehanizam rezistencije ovog tipa sastoji se
U sposobnosti bakterija da vrSe inaktivaciju antibiotika degradacijom ili
modifikacijom. Oba ova procesa moguca su usled prisustva odgovarajucih
enzima u rezistentnim bakterijama. Geni za ove enzime su najcesce
locirani na plazmidima (123).

Primer za ovaj tip rezistencije je rezistencija na [B-laktamske
antibiotike koja nastaje kao posledica prisustva enzima B-laktamaze. Ovaj
enzim katalizuje hidrolizu B-laktamskog prstena i dovodi do degradacije
ovih antibiotika, B-laktamaze mogu biti veoma specificne  za supstrat
deluju¢i  samo na peniciline  (penicilinaza) il cefalosporine
(cefalosporinaza), mada veliki broj B-laktamaza dobro hidrolizuje obe
klase B-laktamskih antibiotika. Kod vecine Gram - pozitivnih bakterija
ovi enzimi su inducibilni i skoro uvek ekstracelularni, dok kod Gram -
negativnih bakterija mogu biti i inducibilni i konstitutivni i skoro uvek su
vezani za Celiju u periplazmati¢nom prostoru (121).
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S druge strane, rezistencija na hloramfenikol se zashiva na
modifikaciji  antibiotika usled prisustva enzima hloramfenikol
acetiltransferaze. Ovaj enzim je priliCno specifican i ne moze inaktivirati
bilo koji drugi antibiotik. lzolovan je iz velikog broja rezistentnih
bakterija, kako Gram - pozitivnih tako i Gram - negativnih i nadjeno je
da sve hloramfenikol acetiltransferaze imaju slicnu  sekvencu
aminokiselina i da se mogu svrstati u svega nekoliko klasa (121).

Uenzime Koji inaktiviraju antibiotik modifikacijom njegove strukture
spadaju i enzimi Kkoji omoguCavaju rezistenciju bakterija na
aminoglikozide (123, 127). Postoje tri kategorije ovih enzima:

I. Aminoglikozid acetiltransferaze (AAC) koje koriste acetil - CoA
kao donor acetilne grupe. Inaktivacija aminoglikozida je posledica N -
acetilacije aminoglikozida.

2. Aminoglikozid fosfotransferaze (APH) su enzimi koji koriste ATP
kao donor fosforne grupe u O - fosforilaciji aminoglikozida.

3. Aminoglikozid nukleotidil i1i adeniltransferaze (ANT) koje koriste
takodje ATP, ali kao donor adenilnog ostatka u procesu O - adenilizacije
aminoglikozida,

Na slici 3. prikazane su strukture nekih aminoglikozida i oznaCena su
mesta kKoja mogu biti modifikovana, a u tabeli 4. sumirani su podaci o
acetilaciji,  fosforilaciji 1 adenilaciji razliCitih aminoglikozidninh

antibiotika.
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Tabela 4. Aminoglikozidni antibiotici koji mogu posluziti kao supstrat
razli¢itim enzimima odgovornim za modifikaciju antibiotika.

Antibiotik AAC APH ANT

2°6 3 g 2 4 &3 2" 4 3" 9
Kanamicin A -+ 4 (+) - - - o] o]
Kanamicin B + o+ o+ + (+#) - - - P T
Kanamicin C # = B (+) - - - For o= =
Tobramicin o+ - (+) - - - f o - -
Didezoksikanamicin C + + + - (+) - - - I EEEne | o
Amikacin -+ - (H)(+) - - - o T gihf =
Gentarm‘cinc1a + o+ o+ —~ e gl » LBsis o
Gentamicin C, ¥ = 4 e w LA _pC
Sisomicin o+ o+ = S e T e o
Netilmicin o+ (+) - s - - - o
Neomicin + o+ 4 = = = {¥) P Tl
Paromomicin I oo = = %] o e =
Lividomicin R B o= o= = (4] = 2= o
Ribostamicin + o+ o+ - - =t o
Butirozin o= ¥ o= = = (%) e
streptomicin o - - o+ o+ - et L
Spektinomicin = = = - - - - .- R
Apramicin ~ = & - = B e - - -

+ = yobitajeni supstrat za taj enzim; (+) = supstrat samo za neke forme
enzima; - = nije supstrat za taj enzim; brojevi oznatavaju polozaj na kome
se nalazi grupa koja se modifikuje (vidi sliku 3.).
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Geni odgovorni za sintezu ovih enzima (oznaCeni su kao R-faktori -
‘resistance factor”) locirani su na plazmidima 1 mogu se nacCi u velikom
broju razlicitih rezistentnih bakterija. Slitni enzimi koji inaktiviraju
antibiotike nalaze se u bakterijama koje proizvode antibiotike (126, 128).
Postavlja se pitanje da 1i R-faktori vode poreklo od bakterija koje
proizvode antibiotike. Takvo poreklo R-faktora je sasvim moguce,
Medjutim, postoje enzimi odgovorni za rezistenciju u proizvodjacima koji
nisu zastupljeni medju kliniCkim izolatima, ali i obrnuto neki enzimi koji
modifikuju antibiotike nadjeni su u klinickim izolatima, ali ne i u
bakterijama proizvodjacima antibiotika. Takav je slutaj sa enzimima koji
vrse O-adenilaciju aminoglikozida, Naime, ANT enzimi su nadjeni u
klinickim izolatima, ali ni jedan takav enzim nije do sada izolovan u
bakterijama proizvodjaCima (129). Prema tome, pitanje odakle poticu ANT

enzimi ostaje nerazjasnjeno.

Enzimi koji modifikuju antibiotike odgovorni su za rezistenciju kod
klini€kih izolata. Da 1i ovi enzimi imaju istu ulogu u bakterijama koje
proizvode antibiotike? Bakterije koje proizvode antibiotike Cesto imaju
multipne mehanizme rezistencije na antibiotike. Tako na primer
Sireplomyces  tenebrarius, proizvodjac nebramicinskog kompleksa,
ukljucujuci i kanamicin B i tobramicin, pored rezistencije na nivou
ribozoma, ima i dva enzima koji  inaktiviraju antibiotike
N-acetiltransferazu [AAC(6")] i O-fosfotransferazu [APH(2")] (130, 131).
S1icno, proizvodjac kanamicina Streptomyces kahamycetlicus —ima
ribozome rezistentne na kanamicin, ali i enzim [AAC(6')] (132). Za razliku
od  Silenebrarivs 1 S kanamyceticus, proizvodjat neomicina
Strptomyces Iradiaée ima senzitivne ribozome. Medjutim, ovaj soj ima
dva enzima koji modifikuju aminoglikozide - O-fosfotransferazu [APH(3")]
i N-acetiltransferazu [AAC(3)]. Ukoliko se geni za ove enzime Kkloniraju
nezavisno jedan od drugog dobijaju se samo transformanti sa niskim
nivoom rezistencije na neomicin. Visok nivo rezistencije se dobija samo
ukoliko su oba enzima prisutna (126).

S druge strane bakterije koje proizvode streptomicin, S.grisevs |
S.0ikinrens/s, imaju samo jedan enzim odgovoran za modifikaciju
streptomicina. To je O-fosfotransferaza [APH(6)]. ProuCavanje biosinteze
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streptomicina dovelo je do interesantnog modela kako se bakterije Stite od
toksitnih metabolita, Naime, streptomicin se sintetie polev od
mioinozitola, preko streptidina i izgleda da su svi kasniji intermedijeri u
biosintetskom putu fosforilisani i kao takvi bioloski inertni. Finalna
reakcija u biosintezi streptomicina je njegova defosforilacija tokom
transporta kroz membranu, tako da se izvan Celije nalazi samo aktivna
forma antibiotika, Ukoliko dolazi do ulaska aktivne forme streptomicina u

celiju fosfotransferaza moze da inaktivira antibiotik i tako zaStiti Celiju
od njegovog dejstva.

Prema tome, enzimi koji vrSe inaktivaciju antibiotika imaju ulogu u
mehanizmu rezistencije, ali najverovatnije imaju ulogu i u biosintezi
antibiotika, a mozda i u regulaciji njegove sinteze. Geni koji su odgovorni
za rezistenciju u bakterijama koje poizvode antibiotike najce$ce su
povezani sa genima ukljuCenim u biosintezu antibiotika. Ova Cinjenica
pruza mogucnosti kako u povec’anju proizvodnje ve¢ poznatih antibiotika,
tako i u Konstrukciji novih hibridnih antibiotika. Naime, ukoliko se geni
odgovorni za rezistenciju kloniraju na plazmidima sa velikim brojem
kopija i ako se bakterije koje proizvode antibiotike transformisu takvim
plazmidima dolazi ne samo do poveéanja rezistentnosti vec i do poveéanja
proizvodnje antibiotika (133). Povecana proizvodnja antibiotika moze biti
posledica uklanjanja limitirajuceg faktora, odnosno  povecanja
rezistentnosti, medjutim ovakvi eksperimenti ukazuju i na mogucnost
uceSca proizvoda gena odgovornih za rezistenciju u regulaciji
biosintetskih gena.

S druge strane geni odgovorni za rezistenciju na antibiotike mogu
biti korisceni kao probe za izolovanje biosintetskih gena. Kloniranjem gena
odgovornih za biosintezu antibiotika omogucena je detaljna analiza
biosinteze antibiotika. Tako je na primer kloniran ceo set gena odgovornih
za sintezu antibiotika aktinorodina i postignuta je njihova ekspresija ne
samo U mutantu koji vide ne proizvodi ovaj antibiotik, nego i u
heterolognom domacinu (134). Takodje, biosinteza makrolidnih antibiotika
je uvelikoj meri razjasnjena zahval jujuci kloniranju gena koji ucestvuju u
biosintetskom putu ovih antibiotika (135, 136). Pored toga,kombinovanjem
gena koji uCestvuju u biosintezi srodnih ili razlicitih antibiotika moguce
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je ostvariti sintezu novih, hibridnih antibiotika (137, 138).

OCigledno je da izuCavanja u oblasti antibiotika nisu i ne mogu biti
zavrsena. Postoji jos mnogo nerazjadnjenih pitanja, a pojava rezistentnih
bakterija medju klinickim izolatima neprekidno namece nova pitanja i nove
probleme koje treba resavati. U cilju Sto efikasnije borbe protiv patogenih
mikroorganizama neophodno je stalno traziti nove i efikasnije antibiotike.
Takav posao zahteva dobro poznavanje mehanizma dejstva antibiotika,
njihovu biosintezu,a takodje i poznavanje mehanizama rezistencije na
antibiotike.

Cilj ovog rada je izuCavanje mehanizma rezistencije u bakterijama
Koje proizvode aminoglikozidne antibiotike.
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MATERIJAL | METODE

1. Sojevi bakterija

Sojevi roda Micromonospora — koji su korisceni u ovom radu
prikazani su u Tabeli S,

Tabela 5. Sojevi mikromonospora

S0]j antibiotik koji proizvodi
Mmelanosporea D3SM43126 nije proizvodjal
Magrisea NRRL3800 verdamicin

M Inyoensis ATCC27600 sisomicin

M rhodorangea NRRL5326 G-418

Is3gamiensis ATCC21949 sagamicin

SSp. A0N-requcans

Mzionensis NRRL5466 G-92

Pored ovih sojeva koriCeni su i sojevi £scherichia col/ koji nose
plazmide pwP871, pACYC177 i pMY 18 (dobijeni od W.Piepersberga).
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Za detekciju produkcije antibiotika koriden je soj Bacillus
subtilis iz laboratorijske kolekcije Lehrstihl flr Mikrobiologie,
Universitat Minchen.

2. Medijumi

Medijum koji je koriscen za rast mikromonospora sadrzi skrob (24g) ,
mesni ekstrakt (3g), tripton (5¢), glukozu (1g), ekstrakt kvasca (5¢), CaCO,

(6g) 1 KC1 (4g) na 11 destilovane vode, Da bi se dobila ¢vrsta podloga u ovaj
medijum se dodaje agar (1.5%).

Zarast £coli sojeva i Bsubtilis koriscen je LB bogati medijum
(ekstrakt kvasca 5¢, tripton 10g, NaCl Sg na 11 destilovane vode).

3. Test proizvodnje antibiotika

Proizvodnja antibiotika u sojevima mikromonospora je testirana na
sledeCi naCin. Kulture mikromonospora su centrifugirane i supernatant je
nano$en u udubljenja u agaru U kome se nalaze spore soja B.subtilis Koji
je senzitivan na aminoglikozidne antibiotike. Petri Solje su inkubirane
preko no¢i na 37°C. Ukoliko kultura proizvodi antibiotik, oko tog udubljenja
pojavice se zona inhibicije rasta &subtilis

4. Odredjivanje minimalne inhibitorne koncentracije

Kulture su sterilnom ezom nanoSene na podlogu za rast
mikromonospora, koja je sadrzala razliCite koncentracije antibiotika
Ovakve podloge su inkubirane na 30 C i pracen je rast u periodu od S - 10
dana.
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S>. Pripremanje ribozoma, ribozomskih subjedinica i S100
frakcije

(feHje mikromonospora u logaritamskoj fazi rasta se sakupljaju
centrifugiranjem 1 operu se dva puta, prvo puferom | (10mM TRIS/HCI
pH7.5, 10mM  Mg-acetat, 1M KCI, S5mM Mg-Titriplex, 6mM
3-merkaptoetanol), a zatim puferom [l (10mM TRIS/HCI pH7.5, IlOmM
Mg-acetat, S0mM KCI, SmM Mg-Titriplex, 6mM B-merkaptoetanol). Celije
se resuspenduju u puferu I (oko 10g celija u 15ml pufera), doda se DNaza |
(Sug/ml) i Celije se dezintegridu u "French press” na 10000 1b/in? Ova
suspenzija se centrifugira prvo 10 minna 12000 rpm (rotor SS34), a zatim
30 min na 15000 rpm (5534). Supernatant je 530 frakcija. Zatim se S30
frakcija centrifugira kroz 30% saharozu 3 Casa na 50000 rpm u rotoru
Ti55.2, pri Cemu se istaloze ribozomi. Ribozomi se resuspenduju u TMNSH

puferu (10mM TRIS/HCI pH7.4, 10mM Mg-acetat, 30mM NH,C1, 6mM

f-merkaptoetanol). Ovako pripremljeni ribozomi se cuvaju zamrznuti na
-70°C.

Ribozomske subjedinice su izolovane iz celija koje su nakon
dostizanja logaritamske faze rasta bile inkubirane 15 min na 10°C.
Frakcija 530 je izolovana kao §to je ve¢ opisano u pripremi 70S ribozoma,
s tom razlikom Sto je pufer Il zamenjen puferom za disocijaciju (20mM
TRIS/HCI pH7.5, TmM Mg-acetat, 150mM KCl, 6mM [-merkaptoetanol).
Frakcija S30 se zatim dijalizuje preko noci u puferu za disocijaciju. Posle
dijalize odredi se prinos preko opticCke gustine RNK. Na pripremljene
saharozne gradijente (10-30%) se nanosi oko 150 optic¢kih jedinica Asgo |

gradijenti se centrifugiraju 80 min na 44000 rpm u VTi50 rotoru. Nakon
toga gradijenti se frakcionidu, pa se sakupe one frakcije koje sadrZe
subjedinice. Subjedinice se zatim sakupe centrifugiranjem 6 sati na 50000
rpm u Ti55.2 rotoru. Talog koji sadrzi subjedinice se rastvori u TMNSH
puferu i Cuva se zamrznut na -70°C.

S100 frakcija je pripremana tako Sto je S30 frakcija centrifugirana 3
sata na 35000 rpm u rotoru TiS0. Frakcija S100 se zatim dijalizuje u
TMNSH puferu. U slucaju kada je S100 frakcija bila izolovana iz
senzitivnog soja //melanosporéa ,.za /n vitro sintezu polifenilalanina,
TRIS je u puferu bio zamenjen Hepes-om. Ovim je postignuto znacajno
povecan je inkorporacije fenilalanina (12).
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Izolovanje ribozoma, subjedinica i S100 frakcije je vrseno na 4°C.

6. Analiza enzima koji modifikuju aminoglikozidne antibiotike

Prisustvo enzima koji modifikuju aminoglikozidne antibiotike u 5100
frakcijama mikromonospora (proizvodjata antibiotika) je testirano
metodom koja je data u radu J.Davies (13). Reakciona smeSa se sastoji od:
1. 1001 univerzalnog pufera pH7.8 (0.25M TRIS, S0mM MgCl,, SmM DTT,

0.1M NH,C1);
2. 10u] radioaktivno obeleZenog kofaktora ([!4C]-acetil-koenzim A
spec.aktiv. 25uCi/ Mo, [32P]-ATP spec.aktiv. 20 pCi/uMol, ili ['4C]-ATP

spec.aktiv. 10uCi/uMol);

3. 101 5100 frakcije;

4. Sil rastvora antibiotika (1mg/m1).

Uporedo se pripremaju i kontrolne reakcione smeSe koje ne sadrze
antibiotik i1i enzim. Reakciona smesa se inkubira 20 minna 30°C, a zatim
se 2011 ove smeSe prebaci na fosfocelulozni papir. Papir se susi na
vazduhu oko S min, a zatim se ubaci U vodu na 80°C 2-3 min. Nakon toga
fosfocelulozni papir se ispira 4-5 puta hladnom vodom. Papir se suSi pod
infracrvenom lampom i stavlja se u posude u koje se dodaje 10m]
scintilacione telnosti (0.5% PPO - 2,5-difeniloksazol u toluenu).
Radioaktivnost se meri u scintilacionom brojacu (Spectral LKB).

7. Sistem za /n vitro sintezu proteina

Reakciona smeSa za sintezu polifenilalanina ili poliizoleucina na
poli-U kao arteficijelnoj 1RNK, u 250u1 sadrzi: 70ul Mix I, 30u]
L-["4C]-fenilalanina i1 L-['C]-izoleucina (spec.aktiv. 10uCi/uMol, OQmM)
2001 poli=U (4mg/m1), 10l S100 frakcije (oko 150ug proteina), SOI
antibiotika rastvorenog u vodi, 6 optickih jedinica na 260nm (0D,

jedinica) 705 ribozoma ili 2 0Dy, jedinice 30S i 3 OD,., jedinice 50S

subjedinica. Mix Il je pripreman kao Sto su opisali Rosset i Gorini (14) sa
tom razlikom 5to je TRIS zamenjen Hepes-om, a sastoji se od 62511 Mix |
(1m1 2.08M Hepes/KOH pH7.4, 0.4m1 10mM GTP, 0.4m1 100mM ATP, 1.46m]
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2M NH,C1, 0.24 ml 2M Mg-acetat i destilovana voda do 4ml), S00u1 75mM

fosfoenolpiruvata, 10l fosfoenolpiruvat kinaze (10mg/ml), 3754
B-merkaptoetanola (dil. 1072) i 250p1 tRNK (10mg/ml). Reakcione smede
se inkubiraju 2 sata na 30°C. Reakcija se zaustavlja dodavanjem Iml 10%
trihlorsircetne kiseline (TCA) i inkubacijom 20min na 95°C. Nakon toga
smese se filtriraju i filtri se ispiraju S% TCA 1 70% etanolom, suse se i
stavljaju u 10ml 0.5% PPO u toluenu. Radioaktivnost se odredjuje u
scintilacionom brojacu.

8. Elektroforeza proteina ribozoma

Dvodimenzionalna elektroforeza na poliakrilamidnom gelu je radjena
po metodi Geyl et al(13). Prva dimenzija elektroforeze se vrsi u
cevCicama dimenzija 0.6x11cm. Gel za prvu dimenziju se sastoji od 4g
akrilamida, O0.1g metilenbisakrilamida, 1.19g BisTris-a, 36g uree, 0.2¢g
EDTA u 100m1 destilovane vode (pHS.0). Za polimerizaciju se dodaje 3541
TEMED 1 10011 7% amonijumpersulfata na 10ml gela. Gornji i donji pufer
za elektroforezu se pripremaju kao 10 puta koncentrovani rastvori. Gornji
pufer sadrzi BisTris (20.9¢) 1 sircetnu kiselinu (45ml) na 11 destilovane
vode. pH ovog rastvora je 3.8, a nakon razblazivanja je 4.0. Donji pufer
sadrzi K-acetat (175.7g) i siréetnu kiselinu (49m1) na 11 destilovane vode.
pH rastvora je 5.3, a nakon razblazivanja je 5.0,

Ribozomski proteini se ekstrhuju sircetnom kiselinom (16) i
rastvaraju se u puferu za uzorak (urea 36g, 1M ditiotreitol 1ml, 10 puta
koncentrovani gornji pufer 10Omi, nekoliko kapi baznog fuksina - 0.5mg/mi
i voda do 100m]1).

Elektroforeza se vrdi na 4°C, pri jaCini struje od 1mA po cevdici u
prvih pola sata, a zatim pri jacini struje od 4mA po cevcici, dok boja ne
dodje do dna (oko 7 sati).

Elektroforeza u drugoj dimenziji se vrdi na poliakrilamidnom gelu
dimenzija 10x10x0.3cm. Osnovni rastvor za drugu dimenziju sadrzi 186g
akrilamida, 4.8g metilenbisakrilamida, 372g uree, S4ml siretne kiseline,
10m1 SN KOH na jedan litar rastvora (pH4.5). Polimerizacija je vrsena sa
TEMED-om (60W1/10m1 gela) 1 7% amonijumpersulfatom (400u1/10m!]
gela). Pufer za elektroforezu u drugoj dimenziji se sastoji od 14g glicina,
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glacijalne sircetne kiseline do pH4 i destilovane vode do 11. Elektroforeza
se vr$i na 4°C, pri naponu od 80V, Trajanje elektroforeze je oko 18 sati,

9, /n vive metilacija ribozomske RNK

Za /n vivo obelezavanje ribozomske RNK radioaktivitetom koriscena
je modifikacija procedure autora Lai i Weisblum (17). Mikromonospore se
zaseju u 50ml medijuma za rast mikromonospora. Kulture se inkubiraju
preko no¢i i zatim se dodaje O.1uCi/ml '“C-metionina (51.4mCi/mMol).
Nastavlja se inkubacija kultura, a u odredjenim vremenskim intervalima se
uzimaju uzorci za merenje radioaktiviteta u ¢elijama i u medijumu. Kada
se u Celijama akumulira dovoljno radioaktiviteta, kultura se stavi na led
da bi se procesi sveli na minimum, a zatim se celije sakupe
centrifugiranjem i operu se u FT puferu (10mM TRIS/HCI pH 7.75, 15mM
mg-acetat). Dezintegracija Celija se vrsi po metodi koju su opisali Ron i
saradnici (18). Celije se resuspenduju u Iml FT pufera, doda se Img
lizozima i ova suspenzija se naizmenicno zaledjuje u te€nom azotu i otapa
sena3/°Cdolize c'e]ija. Ribozomi se izoluju kao Sto je vec opisano.

10.  lzolovanje  ribozomske RNK, hidroliza i tankoslojna
hromatografija

Ribozomi se razblaze tako da bude S0 optickih jedinica na 260nm u
Im1 TMNSH pufera kome se doda NaCl (1%) 1 SDS (0.1%). Zatim se doda isti
volumen fenola saturisanog vodom i meSa se 30 min na 4°C na magnetnoj
mesalici. Centrifugira se 10 min u Ependorf centrifugi, a zatim se ukloni
vodena faza i ponovi se fenolska ekstrakcija. Nakon toga se vodenoj fazi
dodaju dva volumena etanola i inkubira se najmanje 2 sata na -20°C.
Ribozomska RNK se sakuplja centrifugiranjem 10 min u Ependorf
centrifugi, talog se susi i resuspenduje u IN HCI.

Kisela hidroliza RNK se vr§i 1sat na 95°C. Produkti ove hidrolize su
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purinske baze i pirimidinski nukleotidi.

Hromatografija je radjena na gotovim plotama za hromatografiju -
Kieselgel 60 debljine 0.2mm (EM Reagents). Pored uzoraka na plole su
nanoSeni i standardi. Hromatografija je radjena uzlaznom metodom, a
tena faza je bila izopropanol : NH,Cl : voda (85: 1.3: 15) (19). Poloza]

nukleotida je odredjivan pomocu UV svetla, a zatim je hromatogram isecan
na trake Sirine 1cm ukojima je meren radioaktivitet.

I'1. Hromatografija visoke moci razdvajanja u teCnoj fazi (HPLC)

ldentifikacija metilovanih baza u rRNK je radjena i metodom reverzne
faze u sistemu hromatografije visoke moci razdvajanja u tetnoj fazi
(HPLC - high performance liquid chromatography). Koriscen je LKB-ov
sistem za HPLC koji se sastoji od kontrolne jedinice,dve HPLC pumpe, dela
za nanoSenje uzoraka ("sample injector”) i UV monitora. Radjeno je sa
kolonom TSK ODS - 120T (4.6x250mm). Uzorci su pripremani isto kao Sto
je opisano za tankoslojnu hromatografiju sa tom razlikom to su nakon
kisele hidrolize liofilizirani a zatim rastvarani u solventu koji je koriscen
za hromatografiju. Uzorak zapremine 2011 nanosi se specijalnim Spricem u
deo za nanosenje uzoraka. Pre nano%enja uzoraka kolona se ekvilibrise sa
10 zapremina solventa. Solventi su bili 02M NaH,PO,;  0.025M

tetrabutilamonium hidroksid pH6.0, 10% metanol (protok 0.75 mi/min) ili
0.4M NH4H2P04, pH 3.8, 5% metanol (protok 0.5 ml/min). Sakupljane su

frakcije ukojima je merena radioaktivnost.,

Svi rastvori koji se koriste za HPLC obavezno se filtriraju preko
Sartorius 0.45 pum filtera i degasiraju se.



12. /n vitro metilacija ribozomske RNK

Za /n vitro metilaciju ribozomske RNK koriScena je modifikacija
ranije opisanih metoda (20, 21). Naime, za ihibiciju RNazne aktivnosti
koriscenisu ili KCN ili specifiéni RNazni inhibitor izolovan iz humane
placente. Frakcije mikromonospora S30 ili S100 su koriscene kao izvor
metilaze zajedno sa S-adenozil-metioninom (SAM) kao kofaktorom.
Reakciona smesa (ukupno 100u1) se sastoji od S0mM Hepes/KOH pH7.5,
7.5mM - MgCl,, 37.5mM NH,Cl, 3mM  S-merkaptoetanol, 20pmol 305

ribozomalne subjedinice AM/melanospores (supstrat za metilaciju), S30
ili 5100 frakcije soja koji proizvodi aminoglikozide 1 2.5uCi
S-adenozil-(metil-SH)-metionina (spec. aktiv. 500mCi/mmol). Reakciona
smeda se inkubira na 30°C, a u odredjenim vremenskim intervalima
uzimaju se wuzorci od 201, koji se zatim precipitiraju sa 5%
trihlorsircetnom kiselinom. Posle 20 min na 0°C, precipitati se sakupljaju
na filtrima (GFC, Whatman). Filtri se zatim ispiraju sa 20ml 5%
trinlorsircetne kiseline, suSe se i radioaktivnost se odredjuje u
scintilacionom brojacu.
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U ovom radu su kKorisceni sojevi roda /7/cromonospora (Tabela 5.)
koji proizvode aminoglikozidne antibiotike (22). To je potvrdjeno u testu
za proizvodniju antibiotika. Zone inhibicije (1.1-1.6¢m u dijametru, zavisno
od soja) formirale su se oko udubljenja u agaru ukojima je bio supernatant
dobijen centrifugiranjem tefne kulture mikromonospora, sem u sluéaju
Mzionensis . Proizvodnja antibiotika u sluCaju /Mz/onensis je mogla
biti potvrdjena tek kada je kultura ovog soja na Cvrstoj podlozi bila
prelivena mekim agarom koji sadrzi spore B.subti//s . Nakon inkubacije na
37°C, oko kolonija /zionensis se mogu videti zone inhibicije rasta
B.subtiiis.

Pored mikromonospora koje proizvode antibiotike, u svim
eksperimentima je koridcen i soj Aicromonospora melanosporea , koji
ne proizvodi antibiotike i senzitivan je na njih (23).

I. Minimalne inhibitorne koncentracije

Minimalna inhibitorna koncentracija aminoglikozida za pet sojeva koji
proizvode antibiotike 1 za senzitivan soj /Xmelanosporéa , Koji ne
proizvodi antibiotike, data je u Tabeli 6. Vidi se da su svi sojevi
mikromonospora koji proizvode antibiotike visoko rezistentni na
antibiotike koji su po strukturi slini njihovim sopstvenim proizvodima
(4,6-disupstituisani dezoksistreptamini), a takodje i na higromicin B. S
druge strane, ovi sojevi su senzitivhi na 4,5-disupstituisane
dezoksistreptamine (za lividomicin je neSto povecana minimalna
inhibitorna koncentracija) i na streptomicin (osim A rhodorangea ). Za
razliku od ovih sojeva koji proizvode aminoglikozide, /M melanosporea e
senzitivna na sve testirane antibiotike.
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Tabela 6. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) aminoglikozida za

mikromonospore,

MIK (ug/m1)

ANTIBIOTIK Mm. Mg Mz M M s Mrh.
amikacin 0.6°° 500 2500 200 200 500
gentamicin 2210 3000 3300 > 500 0> S00555500
G-418 O 35000 > 500 . »500 % S005500
netilmicin 40 100 » 500 500 > 500 >500
sagamicin I 20 500 500 320 5500
sisomicin 5 500 > 500 > 500 J2080 500
tobramicin 5 200 > 500 200 500 300
45d] eiiladn

dezoksistreptamini:

l{vidomicin 29 20 50 20 20 10
neomicin 162 <1 <1 <1 <1 <1
paromomicin 0.6 <] 5 <1 <1 5
higromicin B 5 400 >500 500 500 500

streptomicin

3 0.5 l 0.5 0.5 100

Mm. - rmelanosporea, Mg. -MNgrisea Mz - Mzionensis,

M7 = Minveensis, MSs. - MNsagamiensis, M.rh.

- IMrhodorangea
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Ovi rezultati ukazuju na veliku sliCnost testiranih sojeva
mikromonospora sa srodnim sojem AMpurpuréa, koji proizvodi gentamicin
(24).

2. Analiza enzima koji modifikuju aminoglikozidne antibiotike

Poznato je da pojedine bakterije proizvodjaéi antibiotika, poseduju
enzime kojima inaktiviraju sopstveni toksicni proizvod. Da bi se utvrdilo
da 1i mikromonospore imaju sli¢an mehanizam odbrane, bilo je potrbno
testirali prisustvo ovih enzima i u sojevima mikromonospora. S100
frakcije mikromonospora , proizvodjala antibiotika, Mme/anosporea , kao
i sojeva za koje se pouzdano zna da poseduju specifine enzime koji
modifikuju aminoglikozide, testirane su na natin koji je opisan u pogavlju
Materijal i metode. Rezultati ovih analiza su prikazani u Tabeli 7. Kao
supstrat za ove enzime koriSceni su aminoglikozidni antibiotici koji su
proizvod odgovarajueg soja mikromonospora, sem u slutaju A grisea |
/M zronensss, gde su umesto verdamicina i antibiotika G-52 korisceni
strukturno slicni antibiotici kanamicin i gentamicin. Kod Mrhodorangea
je pored enzima specificnih za antibiotik G-418, testirano i prisustvo
fosfo- i nukleotidil transferaza specifiCnih za streptomicin, posto je
pokazano da je ovaj soj rezistentan na streptomicin, za razliku od ostalih
mikromonospora (Tabela 6.). Medjutim, prisustvo ovih enzima nije
dokazano, tako da je najverovatnije neki drugi mehanizam odgovoran za
rezistenciju /7 rhodorangea na streptomicin,

Rezultati prikazani u tabeli 7. ukazuju na to da sojevi
mikromonospora nemaju enzime koji modifikuju aminoglikozidne
antibiotike, poSto je koliCina radioaktiviteta u kompletnom eseju ista kao
iU Kontrolnim esejima koji su bili pripremani ili bez S100 frakcije
(enzima), ili bez antibiotika (supstrata). Jedino je u slutaju
/M melanosporea povelana aktivnost acetiltransferaze, $to je i ranije
bilo primeceno (24). Medjutim, analizom produkata ove reakcije je
pokazano da acetiltransferaza nije specificna za gentamicin.
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3. Rezistencija na nivou ribozoma

Ribozomi izolovani iz mikromonospora su analizirani u sistemu za /7
Vitra sintezu proteina u prisustvu razli¢itih koncentracija
aminoglikozidnih antibiotika (slika 4.). Frakcija S100 je bila pripremljena
iz senzitivnog soja koji ne proizvodi antibiotike (Mmelanosporea), tako
da ova komponenta u sistemu za 7/ witre sintezu proteina ne moze da
utite na /» vitro rezistenciju. Zadovoljavajuca aktivnost S100 frakcije je
bila postignuta tek kada je TRIS pufer bio zamenjen Hepes-om u izolovanju
S100 frakcije, kao i u samom eseju (12).

Kao kontrola u svim ovim eksperimentima koridceni su ribozomi
izolovani iz senzitivnog soja (M me/lanasporea ). Na slici 4. se vidi da ovi
ribozomi pokazuju inhibiciju inkorporacije fenilalanina koja je
proporcionalna poveéanju koncentracije antibiotika. S druge strane,
ribozomi izolovani iz sojeva mikromonospora koji proizvode antibiotike su
rezistentni na njih.

Prethodnim eksperimentima je utvrdjeno da su ribozomi odgovorni za
rezistenciju mikromonospora na sopstvene toksicne proizvode. Odgovor na
pitanje koja subjedinica je odgovorna za rezistenciju je dobijen u
slede¢im eksperimentima. Naime, izolovane su 305 i 50S subjedinice
ribozoma iz proizvodjaCa i iz senzitivnog soja, a zatim su homologno i
heterologno rekonstruisani ribozomi (sve Cetiri moguce kombinacije)
testirani u sistemu za /n v/iro sintezu polifenilalanina, Rezultati ovih
analiza su pokazali da inkorporacija fenilalanina nije  inhibirana
antibiotikom ukoliko je u rekonstruisanim ribozomima 30S subjedinica iz
rezistentnog soja, odn. iz proizvodjaca (slika 5.). S druge strane, bilo je
irelevantno da 1i je velika, 50S subjedinica iz proizvodjaca ili iz
kontrolnog, senzitivnog soja.
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Slika 4. Efekat aminoglikozidnih antibiotika na aktivnost 70S ribozoma u
/n vitro sistemu za sintezu polifenilalanina na poli-U.

A Minyoensis (&)1 Mmelanosporéa (0); antibiotik - sisomicin;

B /Mgrisea ()i Mmelanosporéa (0); antibiotik - kanamicin;

C Mzionensis (8) 1 Mmelanosporéa (0); antibiotik - gentamicin;

D /7sagamiensis ()i Mmelanosporea (0); antibiotik - sagamicin;

E Mrhodorangea (e) i Mmelanosporea (0); antibiotik - G-418
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Slika 5. Efekat aminoglikozidnih antibiotika na aktivnost homologno i
heterologno rekonstitutsanih 705 ribozoma u /» v/iro sistemu za sintezu
polifenilalanina na poli-U.

(0) 30S 1 505 senzitivnog soja //melanosporea ; () 30S senzitivnog
soja i 505 rezistentnog soja; (O) 30S rezistentnog soja i S0S senzitivnog

soja; (@) 30S i 505 rezistentnog soja;

A M inyoensis ; antibiotik - sisomicin;

B Mgrisea ; antibiotik - kanamicin;

C Mzionensis ; antibiotik - gentamicin;

D Msagamiensis ; antibiotik - sagamicin;
E Mrhodorangea ; antibiotik - G-418
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4. Analiza ribozomskih proteina

Dalje je bilo interesantno ispitati koja komponenta 30S subjedinice
je odgovorna za visok nivo rezistencije, odn. da 11 su kod bakterija koje
proizvode antibiotike izmenjeni proteini ribozoma ili rRNK. Prvo je
uradjena dvodimenzionalna elektroforeza ribozomskih proteina na
poliakrilamidnom gelu. Na slici 6. su prikazani elektroforegrami proteina
izolovanih iz 70S ribozoma bakterija proizvodjacCa antibiotika, kao 1 iz
kontrolnog, senzitivnog soja. Moze se videti da postoji velika slitnost u
elektroforetskoj pokretljivosti vecine ribozomskih proteina izolovanih iz
svih testiranih sojeva. Medjutim, za pojedine proteine se mogu primetiti
razlike u elektroforetskoj pokretljivosti, Sto nije 1znenadjujuée podto se
radi o srodnim ali ipak razli¢itim organizmima. Ove razlike ne mogu biti
povezane sa fenotipom bakterija. Naime, postoje razlike izmedju
proizvodjaca i senzitivnog soja, ali takodje postoje i razlike medju samim
proizvodjatima. Odnosno, ni jedan “"spot” nije karakteristian samo za
proizvodjaCe. Uradjene su i dvodimenzionalne elektroforeze proteina
izolovanih iz subjedinica, medjutim ni u ovom slucaju se ne moze uolit
neki karakteristican protein koji bi ukazivao na moguénost da su ribozomi
rezistentni zbog prisustva izmenjenih proteina.
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Slika 6. Elektroforegrami ukupnih proteina ribozoma izolovanih iz sojeva:
A Mmelanosporea ; B  Minyoensis ; C  Mzionensis D
M sagamiensis ; B Mrhodorangea .
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S. Analiza ribozomske RNK

Analiza ribozomske RNK je bila usmerena na ispitivanje modifikacije
RNK. PoSto je metilacija uobiCajena modifikacija rRNK, paralelno su
korisCena dva pristupa u izuCavanju metilacije. Jedan pristup je bio
izuCavanje /n vitro metilaciie. Prvo je kao supstrat koriSCena 165 rRNK,
izolovana iz 305 subjedinice senzitivnog soja Mmelanosporéa , a Kao
izvor enzima koriscena je S100 frakcija /z/onensis. Medjutim, u ovim
eksperimentima nije dobijen pozitivan rezultat, sto je ukazivalo na to da
16S rRNK moZda nije dobar supstrat za metilazu. Zbog toga je 16S rRNK u
eseju bila zamenjena 30S subjedinicom senzitivnog soja, a kao izvor
enzima je opet bila koricena S100 frakcija proizvodjala. Ni u ovom
slu¢aju nije dobijen pozitivan rezultat. Moguci razlozi za to su da 30S
subjedinica nije supstrat za metilazu, ve¢ je to neki njen prekursor u
formiranju ribozoma. Druga mogucnost je da S100 frakcija nije izvor
enzima. U tom sluaju bi enzim mogao biti vezan za ribozome, Zbog toga je
usistemu za /» v/iro metilaciju analizirana S100 frakcija pripremana u
puferu sa visokom koncentracijom amonijumhlorida, kao i supernatant
dobijen “pranjem” ribozoma u puferu sa 1M NH,CI. Ovim postupkom se

dobijaju proteini koji su vezani za ribozome, a nisu njihov sastavni deo
(25). Analizom ova dva moguta izvora enzima je opet dobijen negativan
rezultat 5to ukazuje na to da je za aktivnost metilaze mozda potrebno vise
komponenti od kojih se neke nalaze u solubilnoj frakciji a neke su vezane
zaribozome.

Medjutim, da metilacija rRNK zaista postoji, pokazano je u nesto
"grubljem” sistemu. Naime, kao izvor enzima ovog puta je koriscena S30
frakcija proizvodjaCa, a kao supstrat 30S subjedinica senzitivnog soja.
Rezultati su prikazani na slici 7. Vidi se da je povecana inkorporacija
radioaktivno obelezene metil grupe iz S-adenozil-metionina u smes$i gde su
prisutni i enzim 1 supstrat, u poredjenju sa kontrolnim probama gde su
inkubirane samo S30 frakcija ili samo 30S subjedinica sa donorom metil
grupe.
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Slika 7. Metilacija 305 ribozomske subjedinice izolovane iz senzitivnog
soja Mmelanosporea pomocu S30 frakcije izolovane iz soja

Mzionensis (o).

(8) - aktivnost metilaze u S30 frakciji Mzionensis — u odsustvu
senzitivne subjedinice;

(O) - kontrolna proba u kojoj je testirana aktivnost samo 30S subjedinice
senzitivnog soja.
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Drugi pristup u izuCavanju modifikacije ribozomske RNK bila je
analiza rRNK nakon metilacije /7 w/vo . Eksperimenti su radjeni tako Sto
su Celije senzitivnog i rezistentnog soja rasle u prisustvu [19C]-metionina.
Kinetika obelezavanja celija radioaktivnim metioninom je prikazana na
slichs;
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Slika 8 Inkorporacija radioaktivnog metionina U  kulturama
Mmelanosporea 1 /1zionensis. Radioaktivnost izmerena u medijumu (o)
i u Celijama (e) Mzionensis 1 u medijumu () i u Celijama (M)
/7.me1anosporéa,
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Nakon obelezavanja, Celije su sakupljene 1 iz njih je izolovana
ribozomska RNK, koja je zatim hidrolizovana kao Sto je opisano u poglavlju
Materijal 1 metode. Hidrolizat je analiziran na tankoslojno]
hromatografiji (slika 9). Rezultati ove analize pokazuju da postoji
povecana radioaktivnost na poCetku hromatograma gde se obitno nalazi
2'-0 - metilriboza (podatak iz literature poSto ovaj standard nije bio
dostupan) a takodje postoji i poveCana radioaktivnost u podruju koji
odgovara polozaju S-metilcitidina. Pored ova dva maksimuma
radioaktivnosti postoji joS jedan koji je zajednicki za oba testirana soja i
koji se nalazi na poziciji 7-metilguanina. S druge strane, na polozaju
6-dimetiladenina se primecuje povecana radioaktivnost samo u hidrolizatu
RNK izolovane iz Mz7onensis .

Pored analize hidrolizata /7 vivo obelezene RNK,analizirani su i
produkti hidrolize RNK izolovane iz /n vitro probe za metilaciju. U ovom
slu€aju je pored S30 frakcije izolovane iz Mz/onensis, analizirana i
sposobnost S30 frakcije 1zolovane 1z Mmelanosporea da vrsi metilaciju
305 subjedinice rezistentnog soja. Kinetika metilacije je prikazana na
slici 10. Nakon 60 min inkubacije izolovana je RNK iz ovih sme5a koja je
zatim podvrgnuta kiselo] hidrolizi i produkti su analizirani na tankoslojnoj
hromatografiji (slika 11). Pored 2'-O-metilriboze koja je obelezena u
svim probama vidi se da postoji metilacija guanina na N7 atomu samo u
sluaju kada je u smedi prisutna S30 frakcija soja Mzionensis i 305
subjedinica senzitivnog soja. Medjutim, pored 2'-O-metilriboze i
7-metilguanina vidi se da postoji i povecana radioaktivnost na polozaju
6-dimetiladenina u probama u kojima je prisutna S30 frakcija iz
rezistentnog soja i to bez obzira da 1i postoji senzitivna 30S subjedinica
i1i ne. U sluaju metilacije S30 frakcijom izolovanom iz senzitivnog soja
M.melanosporea nema poveéane radioaktivnosti ni na polozaju
7-metilguanina niti na polozaju 6-dimetiladenina. To znadi da je pojava
radioaktivnog 7-metilguanina karakteristi¢na samo za metilaciju u kojo]
Je kao izvor enzima koriscena S30 frakcija izolovana iz rezistentnog soja.

PoSto se zna da je submetilacija ribozomske RNK odgovorna za
rezistenciju na antibiotik kazugamicin analizirana je sposobnost rasta
soja /Mmelanosporea  na podlogama sa razliCitim Kkoncentracijama
kazugamicina i poka.ano je da je ovaj soj rezistentan na kazugamicin
(raste na podlozi sa S00pg/mi kazugamicina). Medutim, pokazano je da i



S0] M.zionensis raste na istim koncentracijama kazugamicina u podlozi.
Razlike izmedju ova dva soja opisane su u diskusiji.
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Slika 9. Tankoslojna hromatografija hidrolizata /7 v/vo obelezene RNK.
(0) Mmelanosporea ;: (®) /M.zionensis,
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Slika 10. /n vizro metilacija 305 ribozomskih subjedinica.

(0) 30S subjedinica Mmelanosparea 13530 frakcija /Mzionensis
(e) 305 subjedinica M.z/onensis 1 330 frakcija Mmelanosporea
(0) 530 frakcija AM.zionensis ;

(W) S30 frakcija Mmelanosporea
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Slika 11, Tankoslojna hromatografija hidrolizata /n witre obelezene RNK
izolovane iz proba prikazanih na slici 10. Oznake su iste kao na slici 10.
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Pored analize na tankoslojnoj hromatografiji hidrolizat /»n wivo
obelezene RNK je analiziran i HPLC metodom. Prvo su analizirani standardi
i odredjeno je njihovo vreme zadrzavanja (“retention time"). Ovi rezultati
su prikazani u tabeli 8.

Tabela 8. Analiza standarda HPLC metodom

Standard Vreme zadrzavanja (min)

A B
I-metiladenin (1MeA) 8.6 3.5
citidin (C) 9.6 44
guanin (G) 12.4 48
uridin (U) 15.0 5.2
adenin (A) 17.8 7.5
2-metiladenin (2MeA) 19.6 10.0
7-metilguanin (7MeG) 24.5 5
6-metiladenin (6MeA) 61.2 16.6
6-dimetiladenin (6dMeA) 51.2

A solvent 0.4M NH4H2PO4 pH 3.8 1 5% metanol;
B solvent 0.2M NaH, PO, 0.025M tetrabutilamonijum hidroksid pH 6.0 i 10%

metanol;
- analizirano je 10nmola svakog standarda rastvorenog u 20u1 solventa.

Grafiiki zapis analize smede ovih standarda je prikazan na slikama 12 1
13. Analiza hidrolizata obelezene RNK je prikazana na slikama 14 1 15,2
takodje 1 grafici dobijeni merenjem radioaktiviteta u sakupljenim
frakcijama. Maksimum radioaktiviteta se ne poklapa ni sa jednim
standardom i verovatno odgovara 2'-O-metilribozi 1 S-metilcitozinu
(tankoslojna hromatografija)l. lako je ova metoda veoma diskriminativna na
ovaj naCin (sakupljanjem frakcija) nije moguée analizirati radioaktivno
obeleZene uzorke poto se nakon prolaska kroz UV detektor menja pritisak
i protok tako da dolazi do delimicnog meSanja uzoraka. Zbog toga je kriva
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Slika 14, HPLC analiza obelezene i hidrolizovane RNK (__) 1 kriva
radioaktiviteta (---). Analiza je radjena u solventu A (tabela 8). Identi&ni
rezultati se dobijaju i sa RNK izolovanom iz soja Mmelanosporea 1 sa

RNK iz Mzionensis .
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izmerenog radioaktiviteta veoma razvuCena tako da se ne mogu videti
manja povecanja radioaktiviteta kao kod tankoslojne hromatografije. Da bi
se to postiglo bilo bi potrebno paraleino povezati UV detektor i protolnu
Celiju scintilacionog brojata. PoSto ovo nije bilo moguée uliniti,
diskutovani su samo rezultati dobijeni tankoslojnom hromatografijom.

6. Analiza vernosti translacije

Po5to je poznato da aminoglikozidni antibiotici indukuju povecano
gresenje u translaciji ("misreading”)(S, 34) i da je takvo gredenje u
translaciji znaCajno smanjeno kod ribozoma izolovanih iz rezistentnih
sojeva £.co/7 (1), bilo je interesantno ispitati da 1i i ribozomi izolovani iz
bakterija koje proizvode aminoglikozide pokazuju slican efekat. Gredenje u
translaciji je ispitivano u sistemu za 7/ v/tro sintezu na poli-U kao
informacionoj RNK, ali tako 5to je fenilalanin bio zamenjen izoleucinom,
Na slici 16. se moze videti da povecanje koncentracije antibiotika ne utice
na povecanje greSaka u translaciji u sluaju kada je 30S subjedinica
izolovana iz rezistentnog soja, odnosno iz proizvodjata. S druge strane,
primeceno je da rekonstituisani 70S ribozomi ukojima je 30S subjedinica
iz senzitivnog soja, pokazuju povecano greSenje u translaciji
proporcionalno povecanju koncentracije antibiotika.  Smanjenje nivoa
greSenja u translaciji pri visokim koncentracijama antibiotika je u
korelaciji ~sa inhibicijom inkorporacije fenilalanina pri  istim
koncentracijama (slika S).
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Slika 16. GreSenje u translaciji indukovano antibiotikom.

A homologno i heterologno rekonstruisani 70S ribozomi AMmelanosporea
i /1zionens/s (oznake su iste kao na slici 5.-C) antibiotik je gentamicin;
B homologno i heterologno rekonstruisani 70S ribozomi /melanosporéa
I /Mlsagamiensis (oznake su iste kao na slici 5.~ D) antibiotik je
sagamicin,

Nivo greSenja u translaciji se izraZava kao broj inkorporisanih pMola
izoleucina na 100 pMola fenilalanina.



DISKUSIJA

U ovom radu su opisani eksperimenti Ciji je krajnji cilj bio da se
utvrdi koji je mehenizam rezistencije odgovoran za odbranu bakterija od
sopstvenih proizvoda - aminoglikozidnih antibiotika. Kao objekat
izuCavanja izabrani su sojevi roda //cromonospora . Sojevi 1z ovog roda
su veoma malo izuCavani do sada i{ako mikromonospore predstavljaju
veoma znatajnu grupu bakterija koje proizvode antibiotike. Pored
proizvodjaca aminoglikozida, medju ovim bakterijama se nalaze |
proizvodjali skoro svih ostalih klasa antibiotika (22). Sto se tide
aminoglikozidnih antibiotika do sada je iz mikromonospora izolovano oko
140 razlicitih aminoglikozida (poredjenja radi, iz streptomiceta kao
najvecih proizvodjata antibiotika izolovano je 120 razli¢itih
aminoglikozida)(139).

Interesantno je pitanje zasto bakterije proizvode antibiotike. Pored
toga Sto je potrebno da se sintetiSu enzimi ukljuleni u biosintezu
antibiotika ove bakterije sumorale da razviju i sisteme koji su odgovorni
Za rezistenciju na sopstvene toksicne proizvode. Prema tome, jedan deo
metabolizma ovih bakterija angazovan je u ove dve funkcije. Postavljeno
je nekoliko hipoteza koje pokuSavaju da objasne zaSto dolazi do sinteze
antibiotika, medjutim ni za jednu nema dovoljno eksperimentalnih dokaza.
Po nekim teorijama antibiotici sukao proizvodi sekundarnog metabolizma
samo usputni proizvodi, odnosno nije bitno Sta je finalni produkt
sekundarnog metabolizma ve¢ odrzavanje takvog metabolizma u uslovima u
kojima nije mogu¢ rast. Po drugoj teoriji u takvim uslovima dolazi do
poremqéaja u primarnom metabolizmu, odnosno dolazi do prekomerne
sinteze nekih primarnih metabolita koji se zatim konvertuju u sekundarne
metabolite | kao takvi se ekskretiraju iz celije. Neke hipoteze
pretpostavljaju da antibiotici imaju ulogu u diferencijaciji celija
(sporulaciji) ili da predstavljaju kompetitivnu prednost za ove bakterije u
njihovom prirodnom stanistu (140). Poznato je da sporulacija koincidira
sa proizvodnjom antibiotika, medjutim postoje razli¢iti mutanti koji
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dokazuju da ova dva procesa nisu medjusobno uslovljena. | kompetitivna
teorija ima dokaza za i protiv. lako izgleda logitno da se bakterije
proizvodnjom antibiotika obezbedjuju od prisustva drugih bakterija u svom
stanistu,koncentracije antibiotika prisutne u zemljistu su veoma male ili
Cak ispod nivoa detekcije (143). S druge strane postoji indikacija da
streptomicin koji se oslobadja iz spora prilikom njihove germinacije Stiti
mlade hife od drugih bakterija koje se nalaze u okolini (144). lako postoje
dokazi za i protiv razliCitih hipoteza teSko je pretpostaviti da se jednom
hipotezom mogu obuhvatiti svi aspekti proizvodnje i uloge antibiotika.

Bakterije koje proizvode antibiotike kao finalni produkt sekundarnog
metabolizma najcesce ne proizvode samo jedan antibiotik veé vrlo Cesto
proizvode vise srodnih antibiotika. Tako. na primer, Mourpurea proizyvodi
kompleks gentamicina Kkoji se sastoji od gentamicina C, C,, 1 C, a

takodje proizvodi i razliite minorne komponente (22). Takodje, sojevi koji
su 1zutavani u ovom radu proizvode vise srodnih aminoglikozida. U tabeli 5
je data lista ovih sojeva i navedeni su antibiotici koji se proizvode kao
glavna komponenta. Medjutim, A grisea pored verdamicina proizvodi i
sisomicin, a /1sagamiens/s pored sagamicina proizvodi i gentamicin C, .
S druge strane sisomicin je jedini produkt soja Al/nyvensis, a to isto
vazi 1 za proizvodnju antibiotika G-52 i G-418 od strane sojeva
Mzionensis 1 Mrhoderangea . Sviovi antibiotici imaju slicne hemijske
strukture s tom razlikom Sto sisomicin verdamicin i antibiotik 6-52 u
aminoSeceru koji je vezan za C, atom aminociklitola imaju jednu dvogubu

vezu. Pored toga 5to proizvode sliCne aminoglikozide ove bakterije su i
veoma slicne &to se tite rezistencije na razlitite aminoglikozidne
antibiotike (tabela 6.). Za razliku od senzitivnog soja MMmelanosporea
kojine proizvodi antibiotike, svi testirani sojevi su visoko rezistentni na
klasu 4.6-disupstituisanih aminoglikozida koji su strukturno slicni
antibitoticima koje proizvode ove bakterije. Pored toga, ovi sojevi su
rezistentni i na higromicin B koji ima razlicitu hemijsku strukturu, a
takodje je nesto povecana i minimalna inhibitorna koncentracija za
lividomicin. Najverovatnije je da su razliCiti mehanizmi rezistencije
odgovorni za rezistenciju na higromicin B 1 lividomicin. Takodje,

r.rhodorangea koja ima povecanu inhibitornu koncentraciju za
streptomicin to postize nekim drugim mehanizmom koji je razlicit od
onoga koji je odgovoran za rezistenciju na antibiotik koji proizvodi ova
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bakterija. Testirano je prisustvo enzima koji mogu modifikovati
streptomicin u ekstraktu ove bakterije, medjutim pokazano je da takvi
enzimi nisu prisutni. Takodje je testirano da 11 su ribozomi izolovani iz
Mrhodorangea  rezistentni na streptomicin u sistemu za /m»n vitro
sintezu proteina. Pokazano je da ova bakterija ima senzitivne ribozome na
streptomicin, a takodje je pokazano da je nivo greSenja indukovan
streptomicinom priblizno isti onom nivou gresdenja koji pokazuju ribozomi
izolovani iz senzitivnog soja. Prema tome, najverovatnije je da do
rezistencije na streptomicin kod ovog soja dolazi usled promena na nivou
membrane, odnosno usled spre€avanja transporta streptomicina u éeHju.

Testirani sojevi mikromonospora su, Sto se tite rezistencije na
razliCite antibiotike veoma slitni soju koji proizvodi gentamicin
Mpurpuréa (24). PoSto su antibiotici koje proizvode ove bakterije
strukturno veome slicni i verovatno koriste slicne ili iste prekursore i
biosintetske puteve (za sada je samo delimiCno poznata biosinteza
sagamicina i gentamicina - 141) najverovatnije je dakoriste identiCne ili
slitne mehanizme rezistencije. S obzirom da su kod bakterija koje
proizvode antibiotike wuglavnom zastupljena dva mehanizma odbrane
(enzimska inaktivacija i modifikacija targeta)(126) dalja analiza ovih
sojeva je bila usmerena ka tome da se pokaZe koji je od ova dva
mehanizma odgovoran za rezistenciju.

lako rezistencija na razliCite aminoglikozide ne ukazuje na mogucnost
postojanja nekog poznatog enzima koji modifikuje aminoglikozidne
antibiotike (tabela 4.), prvo je analizirano prisustvo ovih enzima u
sojevima mikromonospora. U ovim eksperimentima su pored proizvodjaca
antibiotika kao kontrole testirani i sojevi £co// koji nose plazmidne gene
odgovorne za sintezu definisanih enzima, a takodje i senzitivan so]
Mmelanosporea (tabela 7). Pokazano je da sojevi mikromonospora
nemaju enzime koji mogu modifikovati antibiotike koji proizvode ove
bakterije ili strukturno sliCne antibiotike. Medjutim,u soju M /nyoensis
je dokazano prisustvo jedne nove acetiltransferaze za koju do sada nije
bilo pokazano da se proizvodi u aktinomicetama (142). Ova
acetiltransferaza moze da acetiluje neormicin i njegove derivate a takodje
i apramicin dok su gentamicin i kanamicin veoma slabi supstrati za ovaj
enzim. S druga stro - sisomicin koji se proizvodi u ovom soju ne moze
uopSte biti modifik n od strane ovog enzima. Prema tome prisustvo ove
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acetiltransferaze ne moze biti povezano sa mehanizmom rezistencije na
sisomicin.

S druge strane, analiza rezistencije na nivou ribozoma je pokazala da
su 705 ribozomi izolovani iz mikromonospora koje proizvode antibiotike
rezistentni na aminoglikozide, odnosno da ne dolazi do inhibicije
aktivnosti ovih ribozoma u prisustvu antibiotika (slika 4.). Za razliku od
njin ribozomi izolovani iz senzitivnog soja pokazuju smanjenje aktivnosti
sa poveCanjem Kkoncentracije antibiotika. S obzirom da su sve ostale
Komponente u 77 vitro sistemu za sintezu proteina bile iz senzitivnog
soja, ovim eksperimentima je pokazano da je promena na nivou ribozoma,
odnosno targeta za aminoglikozide  odgovorna za rezistenciju kod
mikromonospora,

Sledeci korak u analizi rezistencije kod ovih bakterija je bio da se
utvrdi  koja subjedinica ribozoma je odgovorna za rezistenciju.
Pripremljene su subjedinice iz Kontrolnog soja a takodje i iz svih pet
sojeva koji proizvode aminoglikozide. U /n vitro sistemu za sintezu
polifenilalanina na poli-U testirane su sve kombinacije "senzitivnih" i
‘rezistentih” subjedinica i pokazano je da samo kada je prisutna 30S
subjedinica izolovana iz rezistentnog soja ne dolazi do inhibicije sinteze
proteina u prisustvu antibiotika (slika 5.). To znali da je target za ove
antibiotike 305 subjedinica ribozoma i da je promena na nivou 30S
subjedinice odgovorna za rezistenciju. Ovaj podatak ukazuje na Cinjenicu
da je rezistencija na nivou ribozoma zastupljena medju proizvodjaCima
aminoglikozidnih antibiotika mnogo vise nego 5to se ranije mislilo. U
tabeli 9. su sumirani podaci iz literature koji se odnose na modifikaciju
targeta u bakterijama koje proizvode antibiotike. Pored rezistencije na
nivou ribozoma za one bakterije koje proizvode antibiotike koji inhibiraju
sintezu proteina, vidi se da i bakterije koje proizvode antibiotike koji
inhibiraju druge procese u Celiji zasnivaju svoj mehanizam odbrane na
osnovu promene targeta.

Cinjenica da su ribozomi koji sadrZe jednu subjedinicu iz senzitivnog
Soja,a drugu iz rezistentnog aktivni kao i homologno rekonstruisani
ribozomi, ukazuje na to da su ovi sojevi veoma srodni. Na ovu srodnost
sojeva takodje ukazuje analiza ribozoriskih proteina na poliakrilamidnom
gelu (slika ©.).
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Tabela 9. Modifikacija targeta odgovorna za rezistenciju u bakterijama
Koje proizvode antibiotike.

Antibiotik Modifikovana

S0j koji proizvodi komponenta Referenca
S ATUreus tiostrepton 235 rRNK 145, 146
Serythraeus eritromicin 235 rRNK 100, 147
M purpures gentamicin 16S rRNK 148,149
S.lenjimariensis istamicin 1635 rRNK 148,150
S.lenebrarius nebramicin 165 rRNK 148,151
Skanamycelicus Kanamicin 305 152
NMmediterraner rifamicin RNK polimeraza 153,154
Sniveus novobiocin DNK giraza 195
S.CINNamaneus kKiromicin EF-Tu 156

& = Streptomyces, M- MNicromonospora, N - Nocardia

Samo nekoliko proteina pokazuje razli¢itu elektroforetsku pokretljivost
5to nije iznenadjujuce posto se zna da i medju razlicitim sojevima £ co//
postoje razlike u elektroforetskoj pokretljivosti nekih ribozomskih
proteina (157). Takodje je pokazano da se ribozomski proteini izolovani iz
razliCitih sojeva streptomiceta manje ili vie razlikuju (158),

Rezultati prikazani na slici 5. jasno pokazuju da je 30S subjedinica
izolovana iz sojeva koji proizvode antibiotike odgovorna za rezistenciju.
Pored toga, na slici 5. D se vidi da dolazi do stimulacije sinteze
polifenilalanina ukoliko je 30S subjedinica iz AMsagamiensis
kombinovana sa 505 subjedinicom iz senzitivnog soja. Slian efekat je
zapazen sa 305 subjedinicama izolovanim iz sojeva /Mourpurea,
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S.Lenjimariensrs 1 S.lenebrarivs  Koje su kombinovane sa 508
subjedinicama iz senzitivnih sojeva (24, 148). Moguci razlog za ovaj efekat
je uces¢e 505 subjedinice u mestu vezivanja antibiotika (53, 159). Da
postoji interakcija subjedinica u odgovoru na aminoglikozidne antibiotike
dokazuje i Cinjenica da mutant £co// rezistentan na gentamicin ima
izmenjen protein velike subjedinice L6 (39,40). Medjutim da ne postoji
uceSce S0S subjedinice u rezistenciji bakterija koje proizvode antibiotike
jasno je pokazano u eksperimentima u kojima je vréena rekonstrukcija 305
subjedinice (148). Rekonstrukcija 30S subjedinica sojeva Mpurpurea,
S.tenjimariensis 1 S.tenebrariys uradjena je saizolovanim 1635 rRNK i
ribozomskim proteinima senzitivnih i rezistentnih bakterija i pokazano je
da je dovoljno prisustvo 165 rRNK iz rezistentnog soja da bi se ispoljila
rezistencijau /7 v/tro uslovima. Pored toga klonirani su i geni odgovorni
za rezistenciju u sojevima Mpurpureéa S.tenjimariensis 1’
S.tenebrarivus . Pokazano je da su ovi geni odgovorni za sintezu enzima
koji specifi¢no metiluju 165 rRNK (149, 150, 151). Prisustvo metilovane
RNK u novom domacinu je dovoljno da se ispolji rezistencija istog nivoa
Kao i u soju iz koga je poreklom gen za metilazu. Prema tome, bez obzira
na poreklo 305 subjedinice i poreklo proteina 30S subjedinice za
rezistenciju je dovoljno da u eksperimentima rekonstrukcije ribozoma
165 rRNK potice iz rezistentnog soja. Moguce je takodje izvrditi /7 vitro
metilaciju 16S rRNK pomocu enzima koji se nalaze u sojevima Kkoji
proizvode antibiotike. Takva RNK u rekonstruisanim 30S subjedinicama je
dovoljna da bi se ispoljila rezistencijau /7 vi¢tro uslovima.

S obzirom da su svi sojevi mikromonospora analizirani u ovom radu
veoma slicni u pogledu rezistencije na razliCite antibiotike i da svi
pokazuju rezistenciju na nivou 305 subjedinice, za dalji rad je izabran so]
/M.zionensis Koji je uporedjivan sa senzitivnim sojem A /melanosporea .
Pretpostavka je bila da i kod /7z/onensis dolazi do metilacije 16S rRNK i
zbog toga su analizirani produkti /2 vive 1 /in vitro metilacije. /n vivo
metilacija ribozomske RNK izolovane iz senzitivnog i rezistentnog soja i
analiza produkata hidrolize ovih RNK na tankoslojnoj hromatografiji dala
je veoma slinu sliku za oba analizirana soja. Naime, svi maksimumi
radioaktiviteta su identiCni za oba soja sem u polozaju 6-dimetiladenina
(slika 9.). Na tom polozaju postoji maksimum radioaktiviteta samo kod
rezistentnog soja, dok ribozomska RNK izolovana iz senzitivnog soja ne
sadrzi 6-dimetiladenin. Poznato je da sve do sada analizirane bakterije



imaju dva 6-dimetiladenina na 3' kraju 165 rRNK (160, 161). Mutanti
bakterija koji nemaju enzim odgovoran za metilaciju ova dva susedna
adenina na 3" kraju 165 rRNK rezistentni su na antibiotik kazugamicin (64,
97). Zbog toga je analizirana sposobnost rasta MMmelanosporea |
Mzionensis na podlogama sa razliCitim koncentracijama kazugamicina.
Medjutim, oba ova soja su rezistentna na kazugamicin, Sa ovim rezultatima,
bez dodatnih eksperimenata, samo se moZe spekulisati da je
Mmelanosporea  rezistentna na kazugamicin usled demetilacije 16S
rRNK dok je za rezistencijuu sluaju /1 z/onensis mozda odgovoran neki
drugi mehanizam na primer promenjena propust]jivost membrane,

Sto se tite analize produkata /n witro metilacija u kojima je
koriséena 530 frakcija izolovana iz soja Mmelanosporea, vidi se da se
dobijaju iste krive bez obzira da 11 se radi o autometilaciji 530 frakcije
ili o metilaciji 305 subjedinice iz rezistentnog soja (slika 11). Pored
2'-O-metilriboze, u oba slutaja se dobija neznatno povelanje
radioaktiviteta na polozaju na kome se nalazi 6-dimetiladenin. Ovaj
rezultat govori u prilog ranije iznetoj pretpostavci da je Mmelanosporea
rezistentna na kazugamicin usled submetilacije RNK. Izgleda da je enzim
odgovoran za ovu metilaciju iz nekog razloga neaktivan. Moguce je da je
Mmelanosporea zapravo mutant nekog od proizvodja?:a antibiotika koji
je izgubio sposobnost sinteze antibiotika, ali je zadrzao rezistenciju.

S druge strane,rezultati analize /» v7¢ro metilovane RNK pokazuju da
enzimi koji se nalaze u S30 frakciji rezistentnog soja vrse metilaciju
senzitivnih 305 subjedinica i kao rezultat ove metilacije dobijajuse 2' -0
-metilriboza, 7-metilguanin i 6-dimetiladenin. lzgleda, medjutim, da je
samo 7-metilguanin odgovoran za rezistenciju poto se druga dva
metilovana produkta dobijaju i u sluCaju kada je u probi prisutna samo S30
frakcijarezistentnog soja bez 305 subjedinice senzitivnog soja. Postavlja
se pitanje zasto dolazi do ove autometilacije. S obzirom da su ovi
eksperimenti radjeni sa S30 frakcijom i posto se zna da je metilacija 165
rRNK kasni dogadjaj u procesu biosinteze ribozoma (161) moguce je da se u
ovoj frakciji nalaze prekursori ribozoma koji mogu biti metilovani. U tom
slu¢aju metilacija guanina bi morala da se deSava u ranim fazama
biosinteze ribozoma poSto ne dolazi do autometilacije u S30 frakciji
rezistentnog soja. Indikaciju za ovakav zakljuak pruzaju i eksperimenti u
kojima je analizirana sposobnost razlicitih éelijskih frakcija da vrée



metilaciju 165 rRNK bilo izolovane, bilo u 30S subjedinici. Posto ovi
eksperimenti nisu dali pozitivne rezultate moguce je da se guanin koji se
metiluje nalazi na takvom polozaju u okviru 165 rRNK koji je dostupan
enzimu samo u jednoj fazi formiranja ribozoma. Na to, takodje, ukazuje i
¢injenica da je odnos ugradjenih metil grupa po molekulu rRNK mnogo
manji od jedan u probama u kojima je bila prisutna 530 frakcija
rezistentnog soja i 305 subjedinica senzitivhog soja. Razlog ovakvom
odnosu moze da bude ili mala efikasnost sistema,ili mali broj 30S
partikula pogodnih za metilaciju. lako ova razmisljanja imaju svoju logiku
i teorijsku osnovu, ipak je neophodno za finalni zaklju€ak dobiti i potvrdu
u eksperimentima, Takodje, treba voditi rafuna da se ipak radi o
heterolognim sistemima pa bi prvenstveno bilo potrebno utvrditi koji je
stepen homologije 165 rRNK ove dve bakterije. Pored toga, bilo bi potrebno
da se utvrdi kakve su sliCnosti i1i razlike 3to se tiCe post-transkripcionin
modifikacija 16S rRNK. Drugi pristup u izucavanju ove metilacije RNK
odgovorne za rezistenciju bi bio da se koristi poznati sistem kao 5to je na
primer £.co// . Naime, bilo bi potrebno klonirati gen odgovoran za
rezistencijuu £co// ipo5to su sve modifikacije 16SPRNK £ co// poznate
(161), na jednostavniji naCin bi moglo da se utvrdi koja metilacija je
odgovorna za rezistenciju.

Metilacija 23 SrRNK je poznata od ranije i zna se da je metilacija
adenina na polozaju 1067 odgovorna za rezistenciju na tiostrepton u soju
S.azureus, a metilacija A-2058 je odgovorna za rezistenciju na
eritromicin usoju S.erythracus (104,115). U novije vreme su definisana i
mesta na 16 SrRNK koja se metiluju u sojevima Mpwpurea |
S.tenjimariensrs (162), U Sluc‘faju soja Mpurpuréea dolazi do metilacije
guanina na polozaju 1405, a u sluCaju S tenjimariensis metiluje se
A-1408. Za razliku od enzima koji su odgovorni za rezistenciju na
tiostrepton i eritromicin, enzimi odgovorni za rezistenciju na
aminoglikozidne antibiotike u ova dva soja ne koriste u /mn witro
metilaciji kao supstrat Cistu ribozomsku RNK ve¢ 30S subjedinice.

Interesantno je da do modifikacija dolazi u konzervativnom regionu
165 rRNK. Tokom evolucije odredjeni-regioni u okviru sekundarne strukture
165 rRNK (111 16S-slicnih molekula) su veoma ocuvani (163, 164). To znati
da ovi regioni mogu imati vaznu ulogu u funkcionisanju ribozoma. Tako je
Za region oko 1400-tog nukleotida pokazano da sadrzi modifikovane



nukleotide (razlicito rasporedjene kod razliCitih organizama), a takodje je
pokazano da ovaj region moze da interaguje sa iRNK ili tRNK i da na neki
naCin ufestvuje u procesu prepoznavanija kodona i antikodona (165). Zbog
toga je moguce pretpostaviti da aminoglikozidi ostvaruju svoje dejstvo i
dovode do povecanog greSenja u translaciji tako $to se vezuju za ovaj
region 165 rRNK. Noviji rezultati pokazuju da u vezivanju higromicina,
neomicina, paromomicina, gentamicina i kanamicina uCestvuje region 16S
'RNK od 1400-1500-tog nukleotida (84). Sto se tie streptomicina, u
njegovom vezivanju ucestvuju nukleotidi u drugom regionu (oko 900-tog
nukleotida), medjutim ovaj region je veoma blizak prethodnom kada se
posmatra sekundarna struktura. Svi ovi antibiotici utiCu na vernost
translacije, pa se moze pretpostaviti da je ovaj region RNK ukljucen u
kontrolu vernosti translacije. S druge strane, spektinomicin koji ne
izaziva povecanje greSenja u translaciji vezuje se za 16S rRNK u regionu
oko 1060-tog nukleotida (84).

Analiza vernosti translacije u mikromonosporama je pokazala da je
30S subjedinica pored toga 5to je odgovorna za rezistenciju na
aminoglikozide odgovorna i za izrazito smanjenje greSenja u translaciji
(slika 16). S obzirom da se radi o metilaciji rRNK,bilo bi interesantno
utvriti na kom polozaju dolazi do metilacije - odnosno da 1i dolazi do
metilacije u regionu od 1400-1500-tog nukleotida, ili se mozda radi o
nekom drugom regionu koji bi mogao biti ukljucen u regulaciju vernosti
translacije.

Rezultati prikazani u ovom radu, kao i podaci iz literature potvrdjuju
da ribozomska RNK nema samo strukturnu ulogu u organizaciji ribozoma
veC da ima i veoma vaznu ulogu u funkcionisanju ribozoma. Ovakva uloga
RNK u biosintezi proteina ide u prilog ideji da se ishodni translacioni
aparat sastojao samo od RNK bez proteina. Takodje je interesantna ideja
da su na tom stupnju aminoglikozidni antibiotici, ili neki slicni mali
molekuli koji na ovako specifican nalin mogu da interaguju sa rRNK imali
vaznu ulogu u sintezi proteina.
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7 AKLJUCC]

1. Svi testirani sojevi mikromonospora pokazuju isti obrazac
rezistencije na razli¢ite aminoglikozidne antibiotike - svi su visoko
rezistentni na antibiotike koji su strukturno s1icni onim antibioticima koj
se proizvode u ovim bakterijama.

2. Analiza enzima koji modifikuju aminoglikozidne antibiotike je
pokazala da testirani sojevi mikromonospora nemaju ovakve enzime i da
prema tome, ne zasnivaju svoj mehanizam odbrane na modifikaciji
sopstvenog toksicnog proizvoda,

3. 705 ribozomi izolovani iz proizvodjata nisu inhibirani
antibioticima u sistemu za /» v/tro sintezu proteina, za razliku od 70S
ribozoma izolovanih iz senzitivnog soja. To dokazuje da su ove bakterije
rezistentne na aminoglikozide zahvaljujuci promeni targeta.

4. Analiza subjedinica ribozoma je pokazala da je 305 subjedinica
ribozoma odgovorna za rezistenciju.

S. Komponenta 305 subjedinice koja je odgovorna za rezistenciju je
ribozomalna RNK. Za razliku od senzitivnog soja, ribozomalna RNK
rezistentog soja koji proizvodi antibiotik  Mzionensis je vise
metilovana. Frakcija S30 izolovana iz /Mzionensis sadrii enzim koji
moze da metiluje ribozomsku RNK senzitivnog soja i produkt ove
specificne metilacije je 7-metilguanin.

6. S0j koji ne proizvodi antibiotike i koji je koris¢en u svim
eksperimentima kao senzitivna kontrola (M /me/anosporea ) rezistentan je
na antibiotik kazugamicin wusled submetilacije ribozomske RNK
Rezistencija na kazugamicin ne menja osobine ribozoma u pogledu
rezistencije na druge aminoglikozidne antibiotike.
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7. Ribozomi izolovani iz bakterija koje proizvode aminoglikozidne
antibiotike pokazuju izrazito nizak nivo greSenja u translaciji u
poredjenju sa senzitivnim sojem. Po$to se rezistencija kod ovih bakterija
zasniva na metilaciji ribozomske RNK znaci da i ova komponenta ribozoma
ima ulogu u kontroli vernosti translacije.
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