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1. UVOD

Otkri¢e i uvodenje antibiotika u terapiju je jedan od glavnih razloga smanjenja
morbiditeta 1 mortaliteta te produljenja zivotnog vijeka. Antibiotici su i danas ostali jedni od
najbitnijih lijekova u klini¢koj upotrebi i upravo zbog toga pojava novih mehanizama
rezistencije kod patogenih bakterijskih sojeva predstavlja sve vecu opasnost za ljudsko
zdravlje (Andersson i Hughes, 2010). S porastom infekcija uzrokovanih visestruko-
rezistentnim sojevima bakterija, u upotrebu se vracaju aminoglikozidni antibiotici kao jedna
od preostalih opcija lijeCenja, pogotovo kod gram-negativnih patogena (Becker i Cooper,
2013). U zadnjih desetak godina doslo je do otkri¢a patogenih sojeva bakterija koje ostvaruju
rezistenciju na aminoglikozide putem metilacije 16S rRNA, mehanizma koji je bio ograni¢en
samo na bakterije koje su prirodni proizvodaci antibiotika. Posebno je zabrinjavajuca globalna
raSirenost patogenih mikroorganizama koji pokazuju viSestruku rezistenciju stvaranjem

metalo-f-laktamaza te 16S rRNA metil-transferaza (Wachino i Arakawa, 2012).

Kako bi se naslo rjeSenje rastu¢eg problema rezistencije sve je vise istraZivanja
usredotoceno na moguénosti smanjenja rezistencije. Smatra se da bi smanjenom upotrebom
antibiotika doslo do prevalencije nerezistentnih sojeva u odnosu na rezistentne. Jedan od
razloga za to bi mogla biti Cinjenica da rezistencija ¢esto sa sobom nosi odredeni bioloski
ucinak na bakterijsku stanicu (engl. fitness cost) koji moze znaciti smanjenu sposobnost
prezivljenja stanice (Andersson i Hughes, 2010). Sposobnost prezivljenja uvelike ovisi i 0
okolisnim ¢imbenicima te je bitno ispitati je u raznim uvjetima. Tako bi se mogle utvrditi
odredene fizioloSke slabosti rezistentnih sojeva koje bi se mogle iskoristiti u razvoju novih
antibiotika ili bi se nametanjem odredenih uvjeta mogla povecati selekcija protiv rezistentnih

sojeva patogena (Andersson i Hughes, 2011).

1.1. Antibiotici

Antibiotici su molekule prirodnog, polusintetickog ili sintetickog podrijetla koje
zaustavljaju rast ili ubijaju mikroorganizme, to¢nije bakterije. Po tome zaustavljaju li samo
bakterijski rast ili dovode do smrti bakterijske stanice dijelimo ih na bakteriostatske i
baktericidne antibiotike. Vecina antibiotika koja je uvedena u klini¢ku upotrebu je prirodnog
podrijetla, pri ¢emu aktinomiceti predstavljaju najve¢u skupinu prirodnih proizvodaca

antibiotika (Walsh, 2003).



Antibiotici ciljano djeluju na osnovne metaboli¢ke procese bakterije i1 tako je

onesposobljavaju. Mete djelovanja antibiotika (Slika 1.1.1.) mogu biti (Coates i sur., 2002):

a) sinteza stanicne stijenke (B-laktami)

b) sinteza nukleinskih kiselina, pri ¢emu meta moze biti DNA-giraza (kinoloni) ili DNA-
ovisna RNA-polimeraza (rifampicin)

c) sinteza proteina (tetraciklini, aminoglikozidi, makrolidi, oksazolidindioni,
klindamicin, kloramfenikol)

d) enzimi ukljuéeni u metabolizam bakterije (sulfonamidi, trimetoprim).
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stijenke, DNA-giraza, DNA-ovisna RNA-polimeraza, metaboli¢ki enzimi i sinteza proteina. Takoder, oznaceni

su antibiotici koji djeluju na svaku od tih meta (preuzeto i prilagodeno iz Lewis, 2003).



1.1.1. Sinteza proteina

Kod svih zivih organizama funkciju sinteze proteina ima ribosom,
ribonukleoproteinski kompleks veli¢ine 23 MDa. Ocuvanost funkcije ribosoma dovela je i do
oCuvanja strukture, §to se pogotovo odnosi na dijelove ribosoma s vaznom ulogom kao §to je
dekodiranje mRNA i prijenos peptidne jedinice. Sveprisutnost tih specifi¢nih mjesta unutar
bakterijskih vrsta ¢ine ribosom i rRNA odlicnom metom djelovanja antibiotika (Conn i sur.,
2009).

1.1.1.1.  Struktura ribosoma

Ribosom prokariota (70S) sastoji se od podjedinice 30S, gradene od 16S rRNA i oko
20 proteina, 1 podjedinice 50S, izgradene od 23S 1 5S rRNA te preko 30 proteina. Dvije
podjedinice zajedno formiraju funkcionalni enzim, pri ¢emu velika podjedinica sadrzi aktivno
mjesto enzima, a mala podjedinica osigurava toc¢nost translacije (Yonath, 2005). Aktivno
mjesto enzima sadrzi peptidil-transferazni centar u kojem dolazi do stvaranja peptidne veze te
mjesto vezanja G-proteina, tj. faktora koji sudjeluju u sintezi proteina (Ban i sur., 2000).
Tocnost translacije se osigurava u dekodirajuéem mjestu koje se sastoji od uzvojnice 44,

petlje 530 i uzvojnice 34 16S rRNA (Ogle i sur., 2001).

Oblik podjedinice 30S je uvelike odreden RNA sastavnicom. Na tercijarnoj strukturi
16S rRNA vidljive su prepoznatljive morfoloske znacajke: glava, kljun, tijelo, rame, greben te
platforma (Slika 1.1.1.2b). Navedene morfoloSke znaCajke odredene su sekundarnom
strukturom 16S rRNA koja se sastoji od 4 domene — 5'-domene, sredisnje domene, velike 3'-
domene i male 3'-domene. Tako 5'-domena uz malu 3'-domenu ¢ini tijelo, srediSnja domena
glavni dio platforme, a velika 3'-domena vecinu glave podjedinice (Wimberly i sur., 2000).

Za razliku od male podjedinice, veliku podjedinicu ¢ini jedinstvena divovska domena
koja nastaje spajanjem Sest domena 23S rRNA te 5S rRNA (Ban i sur., 2000). Glavne
znacajke podjedinice 508, prikazane na Slici 1.1.1.2¢, su L1 ruka, srediSnje izbocenje (CP), te

regija blizu proteina L7/L12 (Schuwirth i sur., 2005).

Molekula mRNA se veze u pukotinu izmedu glave i tijela podjedinice 30S te tamo
dolazi do interakcije kodona s antikodonom tRNA. Na ribosomu prepoznajemo tri mjesta
vezanja tRNA: A (engl. aminoacyl)-mjesto u kojem se veze nadolazec¢a aminoacil-tRNA, P-
(engl. peptidyl) mjesto gdje se veze peptidil-tRNA vezana na novonastajuci polipeptidni

lanac, te E (engl. exit)-mjesto u koje se smjesta deacil-tRNA prije izbacivanja s ribosoma
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(Schmeing i Ramakrishnan, 2009). Cjelokupna struktura ribosoma kao i interakcije ribosoma
s MRNA i molekulama tRNA su vidljive na Slici 1.1.1.1.1a.

L7/L12
Mjesto
vezanja
G-proteina

PTC

Slika 1.1.1.1.1. Struktura ribosoma. (a) Prikaz ribosoma 70S s mRNA i tRNA u mjestima A, P i E. (b)
podjedinice 308, (c) i podjedinice 50S. Podjedinica 30S prikazana je plavom, a podjedinica 50S naran¢astom
bojom, pri ¢emu su proteinski dijelovi prikazani tamnije, a rRNA svjetlije. mMRNA je prikazana sivom bojom,

dok su tRNA s obzirom na mjesto koje zauzimaju prikazane ljubi¢astom (A-mjesto), zelenom (P-mjesto) i Zutom

(E-mjesto) bojom (preuzeto i prilagodeno iz Schmeing i Ramakrishnan, 2009).

1.1.1.2. Translacija

Sinteza proteina se odvija vezanjem tRNA s pripadaju¢im aminokiselinama na
ribosom u redoslijedu odredenom slijedom nukleotida mRNA koji nazivamo kodon. Tijekom

tog procesa, koji nazivamo translacijom, molekule tRNA se premjeStaju redom kroz tri mjesta



vezanja na ribosomu, A, P i E (Voorhees i Ramakrishnan, 2013). Dva funkcionalna mjesta
tRNA su antikodonska petlja i 3'-kraj. Antikodonska petlja ulazi u interakcije s mMRNA na
maloj ribosomskoj podjedinici, dok akceptorska osnova tRNA, zajedno s aminoacil- ili
peptidil-tRNA, ulazi u interakcije s velikom podjedinicom. Stoga mozemo zakljuciti da su za
spajanje dviju podjedinica u aktivan ribosom zasluzne molekule tRNA te fleksibilne

komponente dvaju podjedinica (Yonath, 2005).

Translaciju mozemo podijeliti na tri faze: inicijaciju, elongaciju i terminaciju (Slika
1.1.1.2.1).
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Slika 1.1.1.2.1. Pregled bakterijske translacije (preuzeto i prilagodeno iz Schmeing i Ramakrishnan, 2009).

a) Inicijacija

AMe i7nad start

Za pocetak inicijacije potrebno je smjestanje inicijatorske fMet-tRN
kodona mRNA u P-mjestu. Kod bakterija, ribosom se smjeS$ta u blizinu start kodona
sparivanjem baza 3'-kraja 16S rRNA s komplementarnim slijedom uzvodno od kodona
MRNA, nazvanim Shine-Dalgarnov slijed. Kako bi se osigurao to¢an poloZaj start kodona u

P-mjestu osim vezanja fMet-tRNA™® potrebna su i tri inicijacijska faktora, IF1-3.



Prvi korak inicijacije ukljucuje vezanje IF3 za podjedinicu 30S. Vezanje potice
oslobadanje mRNA i deacil-tRNA zaostale od proslog ciklusa translacije s podjedinice 30S
Sto sprjecava ponovno povezivanje s podjedinicom 50S. Nakon toga se kompleks 30S-I1F3
veze na novu mRNA, IF1, IF2 i inicijatorsku tRNA ¢ime dolazi do stvaranja inicijacijskog
kompleksa 30S. IF2 je GTPaza koja potiCe povezivanje podjedinica te formiranje
inicijacijskog kompleksa 70S koje je popraceno oslobadanjem IF3. Zatim slijedi hidroliza
GTP-a i oslobadanje fosfata s IF2, Met-tRNA™® se pomice u peptidil-transferazni centar

(PTC), tako pripremajuci ribosom za elongaciju (Schmeing i Ramakrishnan, 2009).

b) Elongacija

Tijekom elongacije dolazi do povezivanja aminokiselina u protein. Nakon inicijacije,
fMet-tRNA™® se nalazi u P-mjestu, dok je A-mjesto prazno. Aminoacil-tRNA se premjesta u
A-mjesto ribosoma djelovanjem elongacijskog faktora Tu (EF-Tu). Taj korak nazivamo
dekodiranje, pri ¢emu dolazi do odabira tRNA ¢iji antikodon odgovara kodonu mRNA.
Vezanje kompleksa s prikladnom tRNA na ribosom dovodi do hidrolize GTP-a pomoc¢u EF-
Tu te do disocijacije faktora. Zatim slijedi akomodacija gdje u odsutnosti EF-Tu, dolazi do
prebacivanja aminoacil kraja tRNA u PTC. Akomodacija vodi do brzog stvaranja peptidne
veze Sto uzrokuje prijelaz proteinskog lanca iz P-mjesta u A-mjesto te dodavanje nove
aminokiseline na rastu¢i peptidni lanac. Nakon prijenosa peptidne jedinice, molekule tRNA se
moraju prebaciti iz A- i P-mjesta u P- i E-mjesto, a mMRNA se mora pomaknuti za jedan
kodon. Proces u kojem se odvijaju te promjene katalizira EF-G, a nazivamo ga translokacija.
Translokacijom se prenosi novi kodon mRNA u A-mjesto te tako priprema ribosom za jo$

jedan krug elongacijskog ciklusa (Voorhees i Ramakrishnan, 2013).

¢) Terminacija

Ciklus elongacije se nastavlja sve dok se stop kodon mRNA ne nade u A-mjestu, Sto
signalizira kraj kodiraju¢eg slijeda. Faktor za otpustanje klase I prepoznaje stop kodon te kida
nastali polipeptidni lanac s tRNA koja se nalazi u P-mjestu uzrokuju¢i oslobadanje
novosintetiziranog proteina s ribosoma. Kod bakterija, postoje dva faktora za otpustanje klase
I, RF1 1 RF2. Oba faktora prepoznaju UAA stop kodon zahvaljuju¢i o€uvanom tripeptidnom
motivu GGQ. Svaki od faktora takoder posjeduje i specifi¢ni tripeptidni motiv. Tako je PXT u
RF1 odgovoran za vezanje UAG, a SPF u RF2 za vezanje UGA stop kodona.



Faktor za otpustanje klase II, RF3, ubrzava disocijaciju faktora klase I s ribosoma
nakon oslobadanja peptida. Smatra se da vezanje RF3 na kompleks ribosom-RF1/2 uzrokuje
zamjenu GDP s RF3 za GTP. To uzrokuje konformacijske promjene Kkoje vjerojatno
destabiliziraju vezanje faktora za otpustanje klase I, Sto u konacnici dovodi do njihove

disocijacije s ribosoma.

Nakon hidrolize GTP-a, dolazi do disocijacije RF3 s ribosoma i mMRNA i deacilirana
tRNA ostaju u P-mjestu. Kako bi ponovno zapocela sinteza proteina ribosom se mora
reciklirati na podjedinice. Proces recikliranja omogucéuje protein RRF (engl. ribosome

recycling factor) te EF-G (Schmeing i Ramakrishnan, 2009).

1.1.2. Antibiotici koji inhibiraju sintezu proteina

Sinteza proteina predstavlja jednu od glavnih meta djelovanja antibiotika. Oni mogu

inhibirati gotovo svaki korak translacije ometajuci nacin rada ribosoma te time i sintezu novih

proteina (Wilson, 2009).

Uzimajuéi u obzir vaznost rRNA, nije iznenaduju¢e da vecina antibiotika koji
inhibiraju translaciju imaju vezno mjesto na dijelovima ribosoma bogatim rRNA. Antibiotici
koji se vezu na podjedinicu 50S ometaju njene glavne funkcije, a to su kontrola hidrolize
GTP-a, stvaranje peptidne veze i usmjeravanje peptida niz tunel medu podjedinicama. Na
procese koji uklju¢uju GTP djeluju tiopeptidni antibiotici poput tiostreptona te oligosaharidni
antibiotici avilamicin i evernimicin. Na regiji podjedinice 50S koja obuhvaca gornji dio tunela
medu podjedinicama kao 1 peptidil-transferazni centar se nalaze vezna mjesta za Sirok spektar
antibiotika u koje spadaju makrolidi, linkozamidi, streptogramin B, kloramfenikol, puromicin,
pleuromutilini i oksazolidindioni. Podjedinica 30S je mjesto vezanja antibiotika kao $to su
tetraciklini, paktamicin te aminoglikozidi, koji sprjecavaju podjedinicu u obavljanju funkcije
dekodiranja geneticke informacije sadrzane u mRNA (Poehlsgaard i Douthwaite, 2005).
Antibiotici koji djeluju na sintezu proteina te njihova vezna mjesta prikazani su na Slici
1.1.2.1.
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Slika 1.1.2.1. Mjesta vezanja antibiotika za ribosom. Podjedinica 30S je prikazana na lijevoj strani, a podjedinica
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50S na desnoj. Modeli podjedinica su zasnovani na strukturi ribosoma 70S iz Thermus thermophilus. rRNA je

prikazana Zuto i sivo, a r-proteini narancasto i plavo (preuzeto i prilagodeno iz Poehlsgaard i Douthwaite, 2005).

1.2.  Aminoglikozidni antibiotici

Aminoglikozidni antibiotici, kao S§to su streptomicin i disupstituirani 2-
deoksistreptamini, djeluju baktericidno na stanicu. Smatra se da je letalnost posljedica
stvaranja krivo translatiranih proteina i njihovih ucinaka na stanicu. Povec¢ana permeabilnost
stanicne membrane zbog uklapanja neto¢no smotanih proteina u membranu dovodi do
povecanog unosa aminoglikozida u stanicu, Sto za posljedicu ima povecanu koncentraciju
antibiotika te saturaciju ribosoma koja je povezana s nemogucnoscu sinteze i sklapanja novih

ribosoma (Magnet i Blanchard, 2005).

Aminoglikozidni antibiotici su korisni u lijeCenju ozbiljnih infekcija zbog svojeg
Sirokog spektra djelovanja, brzog baktericidnog ucinka te sposobnosti da djeluju sinergisticki
u kombinaciji s nekim drugim antibioticima (Shakil i sur., 2007). Osobito su korisni u
ozbiljnim infekcijama gram-negativnim bakterijama pa se gentamicin koristi kod bolnic¢kih
infekcija uzrokovanim enterobakterijama i bakterijama vrste Pseudomonas aeruginosa, dok
se arbekacin koristi u infekcijama s bakterijama rezistentnim na gentamicin kao §to je

meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) (Magnet i Blanchard, 2005).

Jedan od glavnih problema primjene aminoglikozidnih antibiotika je toksicnost koja se
javlja zbog nespecificnog vezanja za RNA. Dvije vrste toksi¢nosti koje se povezuju s
aminoglikozidima su ototoksi¢nost i nefrotoksi¢nost koje mogu dovesti do ozbiljnih

nuspojava (Houghton i sur., 2010).



1.2.1. Struktura

Aminoglikozidi su hidrofilni Seceri koji u strukturi imaju nekoliko amino i
hidroksilnih funkcionalnih skupina. Smatraju se polikationima jer su amino skupine ve¢inom
protonirane u bioloskom mediju. Zbog pozitivnog naboja amino skupina imaju afinitet za
vezanje nukleofilnih molekula kao $to su primjerice nukleinske kiseline. Pokazuju visoki

afinitet vezanja na odredene dijelove RNA, posebno prokariotsku rRNA (Kotra i sur., 2000).

U svojoj strukturi, aminoglikozidi sadrze srediSnji aminociklitolni prsten, najcesce 2-
deoksistreptamin ili streptamin, povezan glikozidnim vezama na amino Secere. Po polozaju
veza mozemo ih podijeliti na tri skupine: 4,5-disupstituirane 2-deoksistreptamine (4,5-DOS),
4,6-disupstituirane 2-deoksistreptamine (4,6-DOS) te zadnju skupinu u koju su svrstani svi
aminoglikozidi koji ne pripadaju u prethodne dvije skupine (Shakil i sur., 2007). Struktura

aminoglikozida i njihova podjela su prikazane na Slici 1.2.1.1.

(b)

Slika 1.2.1.1. Struktura aminoglikozidnih antibiotika. Prsten deoksistreptamina je oznacen crvenom bojom.
Rimski brojevi predstavljaju prstene: Il —aminociklitolski prsten (2-deoksistreptamin); I, 1l — amino Seceri. (a)
4,5-disupstituirani 2-deoksistreptamini kojima pripradaju paromomicin, neomicin te ribostamicin. (b) 4,6-
disupstituirani 2-deoksistreptamini kojima pripada gentamicinska i kanamicinska skupina te amikacin, sisomicin,

netilmicin, tobramicin i arbekacin (preuzeto i prilagodeno iz Magnet i Blanchard, 2005).

1.2.2. Mehanizam djelovanja

Aminoglikozidni antibiotici utjeCu na sintezu proteina u ribosomu tako $to smanjuju
to¢nost translacije djelovanjem na pocetni korak u selekciji aminoacil-tRNA. To¢no mjesto
njihovog djelovanja, utvrdeno ribosomskom kristalografijom, je dekodiraju¢i dio A-mjesta
koji je smjesten na kraju 16S rRNA uzvojnice 44 na maloj ribosomskoj podjedinici (Ogle i

sur., 2001).



Uloga dekodirajuceg dijela je kontroliranje spajanja kodona i antikodona nakon $§to je
aminoacil-tRNA dovedena u A-mjesto djelovanjem faktora EF-Tu u kompleksu s GTP-om.
Kada dode do to¢nog spajanja izmedu kodona mRNA i antikodona tRNA, Kkostur riboza-
fosfata mijenja konformaciju molekule i dolazi do stvaranja vodikove veze izmedu baza
A1492 i A1493 ¢ime dolazi do izbacivanja tih nukleotida iz uzvojnice 44 (Slika 1.2.2.1.a 1 b).
Promjena konformacije predstavlja signal koji se prenosi sve do velike ribosomske
podjedinice i elongacijskog faktora Tu nakon ¢ega dolazi do hidrolize GTP-a. U konac¢nici to
dovodi do pomaka aminokiseline u peptidil-transferazni centar gdje ¢e nakon toga doci do
stvaranja peptidne veze. No, ukoliko dode do netocnog spajanja antikodona i kodona,
interakcije nece biti dovoljne da dovedu do konformacijske promjene u uzvojnici 44 (Slika
1.2.2.1.c) i ne¢e do¢i do pojave signala za stvaranje peptidne veze (Poehlsgaard i Douthwaite,
2005). To¢nije, indukcija hidrolize GTP-a bit ¢e sporija nego kod to¢nog spajanja kodona 1

antikodona, $to znac¢ajno utjece na tocnost translacije (Ogle 1 Ramakrishnan, 2005).

Aminoglikozidi ometaju pravilno sparivanje kodona i antikodona uzrokujuéi promjenu
konformacije ¢ak i u sluaju spajanja nepripadne aminoacil-tRNA te tako remete
komunikaciju izmedu dekodiraju¢eg mjesta i ribosomskog sredista koje regulira GTPaza, $to
dovodi do ugradnje pogresnih aminokiselina u rastué¢i peptidni lanac. Aminoglikozidi
neaminskog tipa, kao §to je paromomicin, povecavaju brzinu hidrolize GTP-a u slu€aju
priblizno to¢nog spajanja te je tako izjednacavaju s brzinom hidrolize kod to¢nog spajanja

antikodona i kodona (Pape i sur., 2000).

(a) (b)

Slika 1.2.2.1. Konformacija nukleotida A1492 i A1493 u uzvojnici 44 (a) u nativnoj podjedinici 30S; (b) u
prisutnosti mMRNA (kodon 5'-UUU u A-mjestu) i pripadne aa-tRNA (antikodon 5'-GGA); (¢) u prisutnosti
MRNA (kodon 5'-UUU u A-mjestu) i nepripadne aa-tRNA (antikodon 5'-GAA); (d) u prisutnosti paromomicina
(Par, oznac¢eno plavom bojom), mRNA (kodon 5'-UUU u A-mjestu) i nepripadne aa-tRNA (antikodon 5-GAA)
(preuzeto i prilagodeno iz Wilson, 2009).
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ProuCavanjem vezanja paromomicina kao primjera 4,5-DOS, otkriveno je da se
antibiotik veze u veliki utor RNA pri ¢emu zauzima konformaciju oblika slova L. Prsten I
aminoglikozida je umetnut u uzvojnicu 44 vezanjem za nukleotid G1491 te stvaranjem dvaju
vodikovih veza sa skupinom N1 A1408. Ta interakcija omogucava nukleotidima A1492 i
A1493 da ostvare izboCenu konformaciju nalik na konformaciju koja nastaje to¢nim
sparivanjem kodona i antikodona u A-mjestu (Slika 1.2.2.1.d). Dvije amino skupine prstena Il
ulaze u izravnu interakciju s skupinama N7 G1494 i O4 U1495, dok ribozni prsten (prsten
[11), osim jedne intramolekulske interakcije, ostvaruje i interakciju sa skupinom N7 G1491.
Posljednje interakcije su izmedu glukoznog prstena i kostura fosfata s obje strane uzvojnice
44, koje ukljucuju C1490 i G1405. U usporedbi s 4,5-DOS, tobramicin kao predstavnik 4,6-
DOS ostvaruje joS 1 specificne interakcije s skupinama O6 1 N7 G1405 preko hidroksilne 1
amino skupine prstena Il (Magnet i Blanchard, 2005; Tenson i Mankin, 2006). Interakcije
molekula aminoglikozida s podjedinicom 30S prikazane su na Slici 1.2.2.2.

.. OPA1483 .. OPA1493
(a) N7G1491 (b)
: .- HN OH _N1A1408 H,N OH _N1A1408
OH &7 o T
...... 494 :
(o) o N, <oo OPG149. e NH, =27+ OPA1493
------ N7G1494 = C1407 e TTT- NTG1494 = C1407
HO " . OPG1494
OPC14%0 O OH NH, NH
NH, . :
: * 04U1495 H
H 0 0 O, *+ 04U1495
: *~ 06G1405
de OH
NH; =+--+ N7G1405 = C1496
* OPG1405
OH OH OH

Slika 1.2.2.2. Interakcije tipicnih aminoglikozida s podjedinicom 30S. (a) Interakcije paromomicina kao
predstavnika aminoglikozida skupine 4,5-DOS. (b) interakcije tobramicina kao predstavnika aminoglikozida
skupine 4,6-DOS (preuzeto i prilagodeno iz Magnet i Blanchard, 2005).

1.3. Rezistencija na antibiotike

Pojava rezistencije je prirodan odgovor patogenih mikroorganizama na primjenu
antibiotika. Pri svakom uvodenju novog antibiotika u klinicku primjenu dolazi do pojave
rezistencije (Walsh, 2003). Rezistencija moze biti posljedica urodenog svojstva bakterije ili
mozZe nastati mutacijama 1 prijenosom gena (Coates 1 sur., 2002). Brzina pojave rezistencije
varira od nekoliko mjeseci do godina, a ovisi 0 brzini pojave de novo mutacija te brzini
horizontalnog prijenosa gena koji prenose rezistenciju. Rezistencija postaje klini¢ki problem
kada ucestalost rezistentnog tipa bakterije ugrozi ucinkovitost terapije antibiotikom

(Andersson i Hughes, 2010).
11



Postoji pet glavnih mehanizama koji bakterijama omogucavaju rezistenciju na
antibiotike (Coates i sur., 2002):

a) modifikacija veznog mjesta antibiotika (enzima, ribosoma ili prekusora u sintezi
stani¢ne stijenke)

b) zaobilazenje metabolickog koraka koji je inhibiran antibiotikom

C) smanjenje unutarstanicne koncentracije antibiotika smanjenjem permeabilnosti
membrane ili aktivnim izbacivanjem iz stanice

d) inaktivacija ili modifikacija molekule lijeka

e) hiperprodukcija ciljnog mjesta djelovanja antibiotika

Smanjen unos antibiotika

O —

Modifikacija ciljnog mjesta
Povecano
izbacivanje

/ @ Meta
/
\ antibiotika

/
O 9 \
/ Z} Enzimska inaktivacija ili modifikacija |

| 0. .8
Zaobilazenje inhibiranih koraka * O \I/U '
n“’ @E {O

\\ /\ o /
/

T ) /

\ 1 :
A+B o Hiperprodukcija ciljnog mjesta /

\a 33
\\ ﬂ d | @

/ @® Phosphate
Slika 1.3.1. Mehanizmi rezistencije na antibiotike. Prikazani su najée$¢i mehanizmi: modifikacija ciljnog mjesta

- =
= e

(mete) antibiotika, zaobilaZenje koraka u metabolizmu koji su inhibirani antibiotikom, smanjena unutarstani¢na
koncentracija antibiotika (smanjeni unos ili aktivno izbacivanje antibiotika), inaktivacija ili modifikacija
molekule antibiotika te hiperprodukcija ciljnog mjesta djelovanja antibiotika (npr. enzima) (preuzeto i

prilagodeno iz Lewis, 2003).

1.4. Rezistencija na aminoglikozidne antibiotike
Pove¢anom upotrebom aminoglikozdinih antibiotika doSlo je do pojave bakterijske
rezistencije koja je sve ucestalija diljem svijeta te zbog toga postaje prijetnja uspjeSnom

lijecenju (Houghton i sur., 2010).
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Glavni mehanizmi rezistencije aminoglikozida koji se javljaju kod patogenih bakterija
su (Galimand i sur., 2005):

a) smanjena unutarstani¢na koncentracija antibiotika promjenom permeabilnosti vanjske
membrane, smanjenim transportom antibiotika preko unutrasnje membrane ili
aktivnim izbacivanjem antibiotika iz stanice

b) modifikacijom mjesta djelovanja antibiotika mutacijama u ribosomskim proteinima ili
u 16S rRNA

c) enzimske promjene djelatne molekule koje ukljucuju tri skupine enzima:

- aminoglikozidne acetiltransferaze (AAT)
- aminoglikozidne nukleotidiltransferaze (ANT)
- aminoglikozidne fosfotransferaze (APT)

d) zaustavljanje molekule lijeka vezanjem na 3'-aminoglikozidnu fosfotransferazu

(APH(3") (Menard i sur., 1993).

Mikroorganizmi koji proizvode aminoglikozidne antibiotike imaju razvijen jo§ jedan
dodatni sustav obrane od vlastitin metabolita, a to je posttranslacijska metilacija rRNA uz S-
adenozil-metionin kao kofaktor (Galimand i sur., 2003). Posljedica te posttranslacijske
metilacije je sprjeavanje vezanja aminoglikozida na ciljno mjesto u molekuli rRNA i
ocuvanja vjerne sinteze proteina (Zarubica i sur., 2011). Donedavno taj tip rezistencije na
aminoglikozide bio je prisutan samo kod bakterijskih vrsta koje proizvode aminoglikozide, no

posljednjih je godina sve ¢esS¢e prisutan i u klinickim sojevima (Lioy 1 sur., 2014).

lako se smatra da je enzimska modifikacija najbitniji 1 naj¢es¢i mehanizam rezistencije
na aminoglikozidne antibiotike (Shakil i sur., 2007), rezistencija koja se javlja djelovanjem
16S rRNA metil-transferaza je veca i Sireg spektra te joj se zbog pridaje sve veca vaznost

(Wachino i Arakawa, 2012).
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1.4.1. 16S rRNA metil-transferaze

Metil-transferaze su enzimi ukljueni u razne vazne biokemijske reakcije. Unatoé
razli¢itostima u njihovim primarnim sljedovima, metil-transferaze koje kao donor metilne
skupine Koriste S-adenozil-metionin (AdoMet) sadrze devet ocuvanih aminokiselinskih
motiva, kao i kataliticku domenu koju c¢ini P-ploca okruzena a-uzvojnicama srodna
Rossmanovom naboru (Galimand i sur., 2003). 16S rRNA metil-transferaze koje pruzaju
rezistenciju metilacijom ribosomske podjedinice 30S su takoder ovisne o AdoMet (Savic i
sur., 2009).

Metilacijom specifi¢nih nukleotida koji se nalaze u mjestu vezanja aminoglikozidnih
antibiotika na ribosomu, dolazi do ometanja vezanja antibiotika te do pojave rezistencije
(Vojnovié i sur., 2010). Tako metil-transferaze mozemo podijeliti prema ciljnom nukleotidu
koji metiliraju na one koje metiliraju G1405, te druge koje metiliraju A1408. Metilacijom
skupine N7 G1405 (m7G1405) dolazi do induciranja steric¢kih interakcija modificirane baze i
prstena III te mogucih elektrostatskih odbijanja zbog pozitivhog naboja modificirane baze. Na
Slici 1.4.1.1. mozemo vidjeti da samo 4,6-DOS aminoglikozidi dolaze u kontakt s bazom
G1405, dok su 4,5-DOS aminoglikozidi smjesteni pod kutem koji udaljuje molekulu od
navedene baze. Modifikacija m7G1405 ¢e tako omoguéiti samo rezistenciju na 4,6-DOS
aminoglikozide kao Sto su primjerice gentamicin Cla i tobramicin. S druge strane obje
skupine aminoglikozida preko prstena | ostvaruju interakciju s A1408 (Slika 1.4.1.1.). Zbog
toga ¢e metilacijom skupine N1 A1408 (m1A1408) do¢i do onemogucavanja vezanja obje
skupine aminoglikozida zbog sterickih ometanja i elektrostatskog odbijanja (Wachino i
Arakawa, 2012).

G1405 (b) G1405

(a)

Gentamicin Cla Neomicin B

Slika 1.4.1.1. Prostorni prikaz kristalne strukture kompleksa aminoglikozida (a — gentamicin Cla, b — neomicin
B) s nukleotidima G1405 | A1408 u ribosomskom A-mjestu. Isprekidane linije oznacavaju vodikove veze

(preuzeto i prilagodeno iz Wachino i sur., 2007).
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1.4.1.1. 16S rRNA metil-transferaze iz bakterija koje proizvode aminoglikozide

16S rRNA metil-transferaze iz prirodnih proizvodaca aminoglikozida, koje se jos$
nazivaju i intrinzi¢nim metil-transferazama, se mogu podijeliti s obzirom na nukleotid koji
metiliraju na N7 G1405 i N1 A1408 metil-transferaze (Wachino i Arakawa, 2012). Drugi
nacin podjele je takoder zasnovan na istom principu, ali se metil-transferaze pritom svrstavaju
u dvije porodice. Porodica Kgm (engl. kanamycin-gentamicin methyltransferase) obuhvaca
enzime Kkoji metiliraju G1405, a porodica Kam (engl. kanamycin-apramycin
methyltransferase) enzime koji metiliraju A1408. U pripadnike porodice Kgm ubrajamo
KgmB, Sgm, GrmA, Krm, FmrO, Grm, Srm1 te NbrB, dok porodicu Kam ¢ine samo tri metil-

transferaze, KamA, KamB i KamC (Vojnovi¢ i sur., 2010).

Metil-transferaza Sgm

Sgm  (Sisomicin-gentamicin  metilaza) je metil-transferaza koju proizvodi
Micromonospora zionensis, inace prirodni izvor antibiotika G-52 (6-N-metilsisomicin).
Pripada skupini ‘G 16S metil-transferaza koja omoguéava rezistenciju na 4,6-disupstituirane
deoksistreptaminske aminoglikozide koji obuhvacaju gentamicin i kanamicin (Koji¢ i sur.,

1992).
Struktura

Struktura enzima se dijeli na dvije domene, N-terminalnu (NTD) i C-terminalnu
(CTD). CTD se sastoji od 7 sredi$njih B-ploca koje sa svake strane okruzuju tri a-uzvojnice
Sto je konformacija tipicnog Rossmanovog nabora klase I. Na N-kraju CTD je produzena
dodatkom dvije a-uzvojnice koje nisu o¢uvane u superporodici RFM (engl. Rossman-fold
methyltransferase). Druga domena, NTD, se sastoji od snopa tri a-uzvojnice s okretom lijeve
ruke, nalik na CTD nabor enzima RuvA. Aktivno mjesto enzima se nalazi unutar CTD, gdje
dolazi do interakcije s kofaktorom S-adenozil-metioninom (AdoMet) i inhibitorom S-
adenozil-histidinom (AdoHcy), dok je NTD uklju¢ena u vezanje RNA. Struktura kompleksa
metil-transferaze Sgm i kofaktora AdoMet prikazana je na slici (Slika 1.4.1.1.1.).
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Slika 1.4.1.1.1. Kompleks Sgm i kofaktora AdoMet. Domene NTD i CTD su obojane crveno i plavo te su
oznalene i sekundarne strukture unutar proteina. Kofaktor AdoMet obojan je zelenom bojom (preuzeto i

prilagodeno iz Husain i sur., 2010).

CTD sadrzi devet ocuvanih motiva karakteristicnih za superporodicu RFM, pri ¢emu
ostatci iz motiva X, 1'i IV stupaju u interakciju s kofaktorom AdoMet, dok ostatci iz motiva
VI i VIIL te ponekad X, sudjeluju u vezanju supstrata. Kljuéne aminokiseline za interakciju
enzima s kofaktorom su R108 i G135 u motivu I, D156 u motivu Il te D182 u motivu IlI.
Potrebno je spomenuti da su upravo R108, D156 i D182 zasluzni za 5 od ukupno 11
vodikovih veza koje metil-transferaza ostvaruje s AdoMet ili AdoHcy (Husain i sur., 2010).
Pretpostavlja se da D156 i D182 ostvaruju vezu s hidroksilnim skupinama riboze i adenina
¢ime se omogucuje pozicioniranje adenina kofaktora AdoMet, dok G135 ima ulogu u

pozicioniranju metilne skupine (Maravi¢ Vlahovicek i sur., 2008; Savi¢ i sur., 2008).
Kompleks Sgm i podjedinice 30S

Za kataliticku aktivnost metil-transferaze bitne su aminokiseline K199, E205, R236 te
E267. Njithovom mutacijom onemogucen je prijenos metilne skupine na supstrat, ali enzim
zadrzava sposobnost vezanja kofaktora (Maravi¢ Vlahovicek i sur., 2008). Moguce je da
metilna skupina K199 iz motiva IV ulazi u interakciju s O° atomom baze te uz pomo¢
hidroksilne skupine S104 pozicionira gvanozin i tako omogucava kontakt s donorom metilne

skupine (AdoMet). F64 iz NTD 1 P229 iz motiva VI oblikuju zidove dZepa u kojem dolazi do
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vezanja gvanozina te tako vjerojatno sudjeluju u stabilizaciji vezanja ciljne baze u aktivhom

mjestu (Husain i sur., 2010).

Analizirane su i interakcije izmedu metil-transferaze Sgm i RNA. Ciljni nukleotid
G1405, koji se nalazi unutar uzvojnice 44, skriven je unutar strukture i njegov N’ atom nije
dostupan za metilaciju. Kako bi metilacija bila moguca potrebna je promjena konformacije
podjedinice 30S koja najvjerojatnije ukljucuje preraspodjelu uzvojnice 44 te izbacivanje baze

G1405 (Husain i sur., 2010).

1.4.1.2. 16S rRNA metil-transferaze iz patogenih sojeva bakterija

16S rRNA metil-transferaze iz patogenih sojeva, jo§ nazvane i steCenim metil-
transferazama, mozemo podijeliti, kao 1 16S rRNA metil-transferaze iz prirodnih proizvodaca
antibiotika, prema nukleotidu koji metiliraju. Ponovo ih dijelimo u dvije skupine, N7 G1405 i
N1 A1408 metil-transferaze (Wachino i Arakawa, 2012). Osim te podjele, metil-transferaze
se mogu svrstati i u dvije porodice. Metil-transferaze koje metiliraju G1405 svrstavamo u
porodicu Arm (engl. aminoglycoside resistance methyltransferase) ¢iji su pripadnici ArmA,
RmtA, RmtB, RmtC, RmtD, RmtD2, RmtE, RmtF, RmtG i RmtH, dok je u porodici Pam
(engl. pan-aminoglycoside methyltransferase) zasluznoj za metilaciju A1408 zasad poznata

jedino metil-transferaza NpmA (Wachino i Arakawa, 2012; Lioy i sur., 2014).

Metil-transferaza ArmA

ArmA je prva m’G 16S rRNA metil-transferaza izolirana iz patogenog soja. Gen armA
pronaden je unutar plazmida pIP1204 izoliranog iz soja Klebsiella pneumoniae BM4536.
ArmA pokazuje homologiju sa srodnom skupinom 16S rRNA metil-transferaza iz prirodnih
proizvodaca antibiotika Kgm, pri ¢emu stupanj identiteta aminokiselinskog slijeda varira od
21 do 30%, a slicnost aminokiselinskog slijeda od 37 do 47%. Ekspresija metil-transferaze
ArmA u bakterijskoj stanici omoguéava rezistenciju na 4,6-disupstituirane deoksistreptamine

i fortimicin (Galimand i sur., 2003).

Struktura enzima odredena je na krnjem obliku proteina ArmA koji pocinje od
aminokiselinskog ostatka 58 (ArmAt58). Odredena je kristalografska struktura u prisutnosti
kofaktora AdoMet. Zbog delecije N-terminalnog dijela ArmAt58 doslo je do gubitka domene
N1 sto je vidljivo na slici (Slika 1.4.2.2.1.) (Schmitt i sur., 2009).

AdoMet je vezan na ArmA u identi¢noj orijentaciji kao i AdoHcy na RmtB (Slike
1.42.23.ai14.2.2.1b). Vecina ostataka koji sudjeluju u vezanju AdoHcy za RmtB ocuvani
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su i kod vezanja AdoMet za ArmAtS8 iz Cega mozemo zakljuciti da domena NI nije
neophodna za vezanje kofaktora. Unato¢ tome Sto enzim ArmAt58 zadrzava sposobnost
vezanja kofaktora, in vivo ne pokazuje kataliticku aktivnost. Nedostatak aktivnosti se javlja ili
zbog nemogucnosti vezanja polinukleotidnog supstrata ili stabiliziranja prijelaznog stanja

reakcije metilacije (Schmitt i sur., 2009).

Najvece razlike izmedu ArmA i RmtB su polozaj a4 uzvojnice u domeni N2 te
konformacija petlje koja povezuje B3 i B4 u MT-domeni (Slike 1.4.2.2.2. 1 1.4.2.2.1.a). Petlja
koja povezuje ploce 3 i 4 sudjeluje u vezanju adeninskog dijela supstrata. Kod RmtB, ta regija
(ostatci 157-169) sadrzava D157 i V158 koji se direktno vezu na prsten adenina, dok je kod
ArmA regija (ostatci 164-174) skracena za dva aminokiselinska ostatka i zauzima
konformaciju uzvojnice (Slika 1.4.2.2.1.a). Takva uzvojnica odgovara uzvojnici C pronadenoj
u mnogim drugim metil-transferazama. Zbog razlike u konformaciji, D165 iz ArmA
(odgovara D157 u RmtB) je udaljeniji od supstrata i stvara interakciju s N6 adenina
posredovanu molekulom vode. Dodatna interakcija takoder posredovana molekulom vode je
ona skupine OH ostatka Y136 i N1 adenina. Razlog ove razlike u nacinu vezanja kofaktora
izmedu RmtB i ArmAt58 je vjerojatno neobi¢na sekvenca ArmA u ovoj regiji, no ne moze se
iskljuciti 1 mogucénost da je ova konformacija posljedica nedostatka domene N1 (Schmitt 1

sur., 2009).
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N2-domena

Slika 1.4.2.2.1. Struktura ArmAt58. N2 domena prikazana je tirkiznom bojom, a unutar metil-transferazne
domene a-uzvojnice su obojane crveno, B-ploce zuto, a petlje zeleno. (a) Cjelokupna struktura ArmAt58 u
kompleksu s kofaktorom AdoMet. (b) Stereo prikaz dzepa u kojem se veze AdoMet unutar ArmAt58.
Aminokiseline bitne za vezanje kofaktora AdoMet prikazane su kao Stapi¢i (preuzeto i prilagodeno iz Schmitt i

sur., 2009).

Metil-transferaza RmtA

RmtA je prvi puta je izolirana iz klinickog soja Pseudomonas aeruginosa AR-2 u
Japanu. Predvideni aminokiselinski slijed proteina RmtA pokazao je znatnu sli¢nost s 16S
rRNA metil-transferazama iz aktinomiceta koje proizvode aminoglikozide, posebno s GrmB i
Sgm. RmtA uzrokuje visoku razinu rezistencije prema velikom broju aminoglikozidnih
antibiotika ukljucuju¢i amikacin, tobramicin, arbekacin, kanamicin, isepamicin i gentamicin

(Yokoyama i sur., 2003).
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Metil-transferaza RmtB

RmtB je metil-transferaza izolirana 2002. u Japanu iz klinickog soja Serratia
marcescens S-95, koji je pokazivao visoku razinu rezistencije prema nizu aminoglikozidnih
antibiotika. Aminokiselinski slijed gena zasluZan za rezistenciju dijeli 82% identiteta s metil-
transferazom RmtA, te 29 i 32% s metil-transferazama ArmA i Sgm. Spektar rezistencije
obuhvaca 4,6-disupstituirane deoksistreptamine kao $to su kanamicin, tobramicin, amikacin,

arbekacin, gentamicin, sisomicin i isepamicin (Dol i sur., 2003).

Struktura enzima se sastoji od dva dijela, C-terminalnog i N-terminalnog dijela. Na C-
terminalnom dijelu proteina (aminokiseline 89-251), nazvanom metil-transferaznom
domenom (MT-domena), nalazi se klasi¢ni nabor metil-transferaza klase I koji sadrzi 7 -
plo¢a s uzvojnicama na svakoj strani (Z, A, B i D, D', E). N-terminalni dio sastoji se od
domena N1 i N2, koje ¢ine dvije skupine od tri antiparalelne a-uzvojnice (ol — a6). Domene
su smjesStene sa strane B-ploca 1, 2 1 3 metil-transferazne domene, a uzvojnice 04 i a5 nalaze
se na uzvojnicama A i B. Potvrdena je velika sli¢nost s ostalim metil-transferazama klase 1,
ali nije naden homolog N-terminalnog dijela (aminokiseline 2-88), §to upucuje na to da je taj
dio metil-transferaze specifican za RmtB (Schmitt i sur., 2009). Struktura RmtB s vezanim

inhibitorom AdoHcy prikazana je na slici (Slika 1.4.2.2.2).

N1- domena

N2- domena

Slika 1.4.2.2.2. Cjelokupna struktura RmtB s vezanim inhibitorom AdoHcy. N-terminalna domena obojana je
tirkizno te su oznacene domene N1 i N2. Unutar metil-transferazne domene a-uzvojnice su obojane crveno, 3-

ploce zuto, a petlje zeleno (preuzeto i prilagodeno iz Schmitt i sur., 2009).
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Kofaktor AdoMet ili inhibitor AdoHcy se ¢vrsto vezu na C-terminalnom dijelu ploca
B11B2, au vezanje je jo§ ukljucena petlja koja se nalazi izmedu ploc¢e 1 i uzvojnice A u kojoj
je sadrzan motiv I (aminokiseline 109-116) te kisela petlja izmedu ploce 2 i uzvojnice B koja
sadrzi motiv II (aminokiseline 127-133). Baza kofaktora se smjesSta izmedu ostataka 1132 i
L178, a u formiranju adeninskog dzepa sudjeluju i L1751 L179 (Slika 1.4.2.2.3.a). Opazene
su vodikove veze N6 atoma adenina i O° D157 te N1 atoma adenina i NH skupine V158.
Jedna molekula vode stupa u interakcije s bocnim lancima R26 1 E182 te N6 1 N7 skupinama

adenina. Supljina u koju se veze AdoHcy ostaje otvorena sa strana N7 i C8 skupina adenina

(Slika 1.4.2.2.3.b) (Schmitt i sur., 2009).

Atomi O2' i O3' riboze koordinirani su vodikovom vezom na karboksilnu skupinu
D131 iz motiva Il. Amino skupina histidina vezana je na karbonilne kisikove atome ostataka
Al111 i F173. O° ostatka D109 iz motiva | ostvaruje kontakt posredovan molekulom vode sa
amino skupinom histidina, a C112 je pozicioniran na C® histidina. Karboksilna skupina
histidina zadrZana je bidentatnom vodikovom vezom za bo¢ni lanac ostatka R87 domene N2.
U stabiliziranju polozaja bo¢nog lanca ostaka R87 sudjeluje boc¢ni lanac ostatka E242 iz
motiva VIII (Slika 1.4.2.2.3.a). Osim navedenih, u strukturi se nalazi i bo¢ni lanac K174 koji
visi iznad histidinskog dijela kofaktora. Njegov polozaj stabiliziraju interakcije N* atoma
ostatka K174 s O° ostatka E86 te karbonilnim kisikom ostatka S$83. Naposljetku, na atomu
sumpora te na riboznoj skupini se nalazi ostatak Y56 koji je smjesten izmedu domena N1 i
N2. Prikaz molekulske povrSine jasno pokazuje da jedino atom sumpora na boc¢noj strani

histidina ostaje dostupan otapalu (Slika 1.4.2.2.3.b) (Schmitt i sur., 2009).
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Slika 1.4.2.2.3. Strukture metil-transferaze RmtB. N-terminalna domena obojana je tirkizno te su oznacene
domene N1 i N2. Unutar metil-transferazne domene a-uzvojnice su obojane crveno, f-ploce Zuto, a petlje
zeleno. (a) Stereo prikaz dzepa u kojem se veze AdoHcy unutar RmtB. Aminokiseline ukljucene u vezanje
inhibitora AdoHcy (opis u tekstu) prikazane su Stapicastim strukturama. (b) Transparentni prikaz molekulske
povrsine RmtB iz P21 kristala vezanih na AdoMet. Ovaj prikaz ostvaren je superimpozicijom RmtB s vezanim
AdoHcy na ArmA u kompleksu s AdoMet. Ozna¢ene su aminokiseline bitne za vezanje kofaktora. Ugljikovi
atomi unutar MT-domene su prikazani Zutom bojom, a oni u N-domeni plavom, dok su kisikovi atomi crveni.

Bitne vodikove veze prikazane su isprekidanim linijama (preuzeto i prilagodeno iz Schmitt i sur., 2009).

Metil-transferaza RmtC
Metil-transferaza RmtC izolirana je iz klinickog soja Proteus mirabilis ARS68 2003.

godine u Japanu. RmtC pokazuje relativno niski stupanj identiteta u aminokiselinskom slijedu
s ostalim metil-transferazama izoliranim iz patogenih sojeva bakterija (<29%) te metil-

transferazama iz prirodnih proizvodaca (<28%) (Wachino i sur., 2006).
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1.5. Bioloski u¢inak rezistencije na bakterijsku stanicu

Pretpostavlja se da je velina mehanizama rezistencije povezana s odredenim
bioloskim ucinkom (engl. fitness cost) na stanicu, koji utjeGe na pojavnost i raSirenost
rezistencije te njenu perzistentnost u odsutnosti selektivhog pritiska, odnosno antibiotika
(Andersson i Hughes, 2010). Smanjena sposobnost rasta bakterije, koja se javlja zbog
navedenog bioloskog u¢inka mutacija koje prenose rezistenciju, moze dovesti i do smanjenja
virulencije, prijenosa rezistencije ili brzine rasta (Andersson i Levin, 1999). Razumijevanje
bioloskih uc¢inaka povezanih s rezistencijom na antibiotike bi moglo omoguditi predvidanje
pojave rezistencije te pomoéi u razvijanju strategija za smanjenje porasta rezistencije

(Paulander i sur., 2009).

1.5.1. Bioloski u¢inak 16S rRNA metil-transferaza na bakterijsku stanicu

Jedina funkcija 16S rRNA metil-transferaza je =zastititi bakteriju od djelovanja
aminoglikozidnih antibiotika. S druge strane postoje brojne endogene metil-transferaze koje
su vazne za osiguravanje strukture 1 funkcije zrele rRNA. Modifikacije su potrebne kako bi
doslo do pravilnog sazrijevanja podjedinice 30S, podesavanja lokalne rRNA strukture i
interakcija medu molekulama RNA. Obje vrste metil-transferaza djeluju na filogeneticki

ocuvanim 1 funkcionalno vaznim regijama rRNA (Gutierrez 1 sur., 2012; Lioy i sur., 2014).

Kod bakterija vrste Escherichia coli, 16S rRNA je modificirana s 10 endogenih metil-
transferaza 1 jednom pseudouridinskom sintazom. U dekodiraju¢em mjestu gdje se vezu
aminoglikozidi dolazi do metilacije nekoliko nukleotida, ukljuc¢uju¢i C1402, C1407, U1498,
A1518 i A1519 (Gutierrez i sur., 2012). Endogene metil-transferaze koje metiliraju C1402 su
Rsml i RsmH, dok RsmE metilira U1498, a RsmF C1407 (Lioy i sur., 2014).

Ribosomske metil-transferaze koje uzrokuju rezistenciju na aminoglikozide metiliraju
nukleotide A1408 i G1405 te mogu uzrokovati smanjenje endogene metilacije ili njen potpuni
izostanak. OpaZena je smanjena metilacija endogenom metil-transferazom RsmF kod E. coli
koja ima eksprimiranu metil-transferazu Sgm (Cubrilo i sur., 2009). Utvrdeno je i da metil-
transferaze ArmA, RmtB, RmtC te NpmA takoder blokiraju aktivnost RsmF na mjestu C1407
(Gutierrez 1 sur., 2012; Lioy 1 sur., 2014), dok ArmA jo§ ometa i metilaciju C1402
kataliziranu s Rsml. Mjesta endogene i egzogene metilacije prikazana su Slici 1.5.1.1.

23



P
O—
Co=
0—
Coe
Coe
O=
0O—
0—
O_
0O—

00~

Ce—
0O—

C A C-(1378)
iR C
C
C
RsmH/ G — - -
sl ey IR |:>
(1402) C mgu\
C—
AMMA v G — | e =RiE
(1405)
RsmF—m?®C —
(1407) m'A
NpmA C e
(1408) A —
C—
C i
A
U
G
GG
A
G
U—
G
G
G
U—
U
G
C—
Y
A
A
A7
(1432)-G

Slika 1.5.1.1. Shematski prikaz sekundarne strukture uzvojnice 44 iz 16S rRNA. Nazna¢ena su mjesta
endogene (RsmH, Rsml, RsmF i RsmF) i egzogene (ArmA i NpmA) metilacije (preuzeto i prilagodeno iz Lioy i
sur., 2014).

Nedostatak endogene metilacije moze imati razliciti bioloski ucinak na bakterijsku
stanicu. Istrazivanja su pokazala da stjecanje gena rmtC i npmA nema ili ima vrlo mali
bioloski ucinak na stanicu (Gutierrez i sur., 2012; Lioy i sur., 2014), dok gen armA
predstavlja veliki nedostatak bakterijskoj stanici (Lioy i sur., 2014). Zbog toga §to je bioloski
ucinak vrlo relativan te ovisi i o okoliSnim uvjetima, potrebno ga je ispitati u raznim uvjetima

(Andersson i Hughes, 2010).

1.6. Prezivljenje E. coli u stresnim uvjetima

Prilagodba bakterijske stanice na stresne uvjete zahtijeva aktivaciju ekspresije gena
koji ¢e omoguditi zivot u promijenjenim fizioloskim uvjetima. Adaptivne promjene koje
omogucavaju prilagodbu na razne stresne uvjete su povezane sa sigma (o) faktorima, tocnije
moze do¢i do induciranja novih ¢ faktora ili do regulacije njihovih aktivnosti. Tako se
odgovor bakterije na stres najé¢eS¢e odnosi na ekspresiju specifi¢ne skupine gena kao rezultat
izloZenosti pojedinom stresu. FizioloSka prilagodba bakterija na takav okoli$ je reverzibilna 1

ekspresija gena nestaje prestankom ili neutralizacijom stresnih uvjeta (Storz i Hengge, 2011).

Do induciranja sigma faktora (RpoS ili ) u E. coli kao odgovora na stres dolazi u
raznim uvjetima kao $to su gladovanje, hiperosmolarnost, pad pH ili promjena vrijednosti

temperature u vece ili manje od optimalne (Weber i sur., 2005).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Rezistencija na antibiotike postaje rastu¢i problem diljem svijeta te se sve viSe napora
ulaze u smanjenje njene pojave 1 Sirenja. Kako bismo mogli djelovati na smanjenje
rezistencije na aminoglikozide potrebno je utvrditi uzrokuju li metil-transferaze fizioloske

slabosti bakterijskoj stanici koja ih stvara.

Svrha rada je utvrditi postoji li bioloski u¢inak 16S rRNA metil-transferaza koje
uzrokuju rezistenciju na aminoglikozidne antibiotike na preZivljenje stanica bakterije E. coli

te tako pridonijeti istrazivanju mehanizama rezistencije na aminoglikozide.

Cilj rada je usporediti prezivljenje bakterije E. coli soja DH5a koji sadrzi plazmid s
genom za jednu od 16S rRNA metil-transferaza, u odnosu na bakterije istog soja koje sadrze
prazan plazmid, u uvjetima povecane osmolarnosti ili niskog pH. Metil-transferaze koje su
ispitane su Sgm, ArmA, RmtA, RmtB i RmtC.

Pojedinacni ciljevi rada su sljedeci:

o priprema kompetentnih stanica E. coli DHS5a

o transformacija bakterijskih stanica E. coli DHSa praznim vektorom pBBR1MCS-4
te vektorima pBBR1MCS-4 koji sadrze gene za ispitivane metil-transferaze

o uzgoj no¢nih kultura transformiranih stanica

o primjena uvjeta povecane osmolarnosti ili niskog pH na bakterijske stanice

o uzorkovanje, razrjedivanje uzoraka i uzgoj bakterijskih stanica na krutom mediju

o utvrdivanje prezivljenja bakterija u stresnim uvjetima pomocu broja poraslih
kolonija na krutom mediju prije i poslije primjene stresa

o analiza i usporedba dobivenih rezultata
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Materijali

3.1.1. Standardne kemikalije
e ampicilin (Sigma)
e dimetilsulfoksid, DMSO (Sigma)
e etanol (Sigma)
e Kkloridna kiselina, HCI (Kemika)
e magnezijev klorid, MgCl, (Sigma)
e natrijev klorid, NaCl (Sigma)
¢ polietilenglikol, PEG 8000 (Sigma)

3.1.2. Hranjivi mediji

3.1.2.1. Kruti medij
Difco™ LB Agar, Lennox (Difco)

L 0o o ISR 10 g/L
L L L V7 o USRS 50/L
natrijev KIorid, NaCl.........cccooiii e 10 g/L
T LTSS T P PRP PSPPI PP 15 g/L
pH 7,0 £ 0,2 pri 25°C

3.1.2.2. Tekuéi medij
Difco™ LB Broth, Lennox (Difco)

L0010 o ISR 10 g/L
BKSIIAKE KVASCA ...ttt et 59/L
natrijev KIorid, NaCl.........ccooiiiii e 59/L
pH 7,0 £ 0,2 pri 25°C

3.1.2.3. Dodatak medijima

e ampicilin u kona¢noj koncentraciji 100 mg/L
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3.2. Bakterijski soj i plazmidi

Bakterijski soj koristen za ispitivanje prezivljenja E. coli u stresnim uvjetima je DHSa
(fhud2 lac(del)U169 phoA ginV44 ®80' lacZ(de)M15 gyrA96 recAl relAl endAl thi-1
hsdR17).

Kako bi se usporedilo prezivljenje bakterija bez gena za metil-transferazu i onih koje
sadrze takav gen, soj je transformiran plazmidom pBBR1MCS-4, pri ¢emu je jedan klonirani
soj transformiran praznim plazmidom, a ostali plazmidima koji su imali kloniran gen koji
kodira jednu od ispitivanih 16S rRNA metil-transferaza (Sgm, ArmA, RmtA, RmtB, RmtC).

DHSa je soj koji ima visoku uéinkovitost transformacije te kao i mnogi drugi sojevi
koristeni za kloniranje sadrzi niz znacajki koje ga ¢ine korisnim u rekombinantnoj DNA
tehnologiji. Mutacijom gena endAl dolazi do inaktivacije endonukleaze koja je zasluzna za
razgradnju plazmidne DNA, dok se mutacijom hsdR17 eliminira restrikcijska endonukleaza
restrikcijsko-modifikacijskog sustava E. coli te se time sprjeCava razgradnja DNA koja je
metilirana DNA metil-transferazom istog sustava. Inaktivacija gena recA uklanja moguénost
homologne rekombinacije §to djelomicno oslabljuje soj, ali istovremeno smanjuje pojavu

delecija te multimerizaciju plazmida (Carnes i sur., 2006).

Plazmid pBBR1MCS-4, koristen za transformaciju bakterija, je izveden iz plazmida
pBBR1MCS (Kovach i sur., 1995). Navedeni plazmid pBBR1MCS konstruiran je iz plazmida
pBBR1 izoliranog iz Bordetella bronchiseptica. U svojoj strukturi pBBR1 sadrzi dva
otvorena okvira €itanja (ORF), od koji je jedan ukljucen u replikaciju plazmida rep, a drugi u
mobilizaciju mob (Antoine i Locht, 1992). Modifikacijom plazmida dobiveno je viSestruko
mjesto za kloniranje (MCS) unutar gena lacZa te gen za rezistenciju na ampicilin Ap® koji
sluzi kao selekcijski biljeg. Prednosti plazmida su njegova relativno mala veli¢ina (4,95 kpb),
Sirok spektar moguc¢ih domacina te kompatibilnost s plazmidima skupina IncP, IncQ i IncW

(Kovach i sur., 1995). Mapa plazmida prikazana je na Slici 3.2.1.1.
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Slika 3.2.1.1. Mapa plazmida pPBBR1MCS-4 (preuzeto i prilagodeno iz Kovach i sur., 1995).
3.3. Hranjive podloge i uzgoj bakterija

3.3.1. Faze rasta bakterijske kulture

Krivulja bakterijskog rasta, prikazana na slici 3.3.1.1., opisuje ciklus rasta bakterija u

kulturi te je podijeljena na Cetiri karakteristi¢ne faze:

1) lag faza — bakterije se prilagodavaju okoliSu, nisu sposobne za diobu pa ne dolazi do
rasta bakterijske populacije, ali dolazi do sinteze molekula RNA, enzima i sl.;

2) eksponencijalna ili log faza — eksponencijalni rast bakterijske kulture pri ¢emu se
stani¢na masa udvostru¢ava svakom diobom;

3) stacionarna faza — broj stanica je konstantan, biosintetski i metaboli¢ki procesi se
nastavljaju, ali se rast drasti¢no usporava zbog smanjene koli¢ine hranjivih tvari i
akumulacije toksi¢nih produkata u mediju;

4) faza odumiranja — javlja se kao posljedica potpunog iscrpljivanja hranjivih tvari,
znatno je sporija od brzine eksponencijalnog rasta te se stanice mogu odrZati u takvoj

kulturi mjesecima pa i godinama (Madigan i sur., 2015).
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Slika 3.3.1.1. Tipi¢na krivulja rasta bakterijske kulture. Broj vijabilnih stanica oznacava broj stanica u kulturi
sposobnih za reprodukciju. Opticka gustoéa je kvantitativna mjera rasprSenja svjetlosti u tekucoj kulturi, a

povecéava se s porastom broja stanica (preuzeto i prilagodeno iz Madigan i sur., 2015).

Inkubacijom preko noc¢i (15-24 sata) dobivamo zasi¢enu kulturu u stacionarnoj fazi,

¢ija je opticka gusto¢a na 600 nm (ODggo) veca od 1.

Cilj uzgoja takve nocne kulture je dobiti bakterije u stacionarnoj fazi, kada je njihov
broj relativno stalan, a presadivanjem na svjezu hranjivu podlogu, stanice su sposobne za
daljnji rast i dijeljenje. Nocna kultura je sluzila kao pretkultura za ispitivanje prezivljenja

stanica E. coli u stresnim uvjetima (Ambriovi¢ Ristov i sur., 2007).

3.3.2. Rast na tekucoj hranjivoj podlozi

Bakterije se mogu uzgajati na minimalnoj teku¢oj podlozi odredenog sastava (tzv.
minimalni definirani medij), koja sadrzi izvor ugljika u obliku Secera ili glicerola te mineralne

soli, a po potrebi moze sadrzavati i aminokiseline (40-100 pg/mL).

Za uzgoj bakterija se mogu Koristiti i bogate hranjive podloge neodredenog sastava
koje u sastavu imaju kvaSceve, mesne ili mlijeCne ekstrakte. Takva podloga je 1 LB (Luria-
Bertanijev) medij, koji se izraduje iz triptona, ekstrakta kvasca i otopine natrijeva klorida u
ultracistoj vodi, dok se pH podeSava dodatkom natrijeva hidroksida. U upotrebi su i gotove
smjese sastojaka, npr. LB — Lennox, koje se koriste kako bi se §to bolje optimizirali uvjeti za

uzgoj i rast bakterija.
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Ukoliko uzgajamo bakterije koje u sebi sadrze plazmid s genom za otpornost na neki
antibiotik, u medij je potrebno dodati i odgovarajuéi antibiotik kako bi se omogucila selekcija

bakterija s plazmidom i sprijecio gubitak plazmida (Ambriovi¢ Ristov i sur., 2007).

Hranjivi medij, plasti¢ni pribor i stakleno posude steriliziraju se autoklaviranjem.
Materijal je steriliziran brzim zagrijavanjem do kojeg dolazi zbog oslobadanja kondenzacijske
topline na hladnoj povrsSini materijala. Uvjeti temperature, tlaka i vremena, koji moraju biti
postignuti za sve hranjive podloge, otopine i pufere, su: 121°C, 1.1 bar (ili 100 kPa), 20 min.
Termolabilne otopine, poput otopina antibiotika, ne smiju se sterilizirati autoklaviranjem pa
se steriliziraju filtracijom kroz filter veli¢ine pora 0,22 um i dodaju hranjivom mediju nakon

hladenja.

3.3.3. Rast na krutoj hranjivoj podlozi

Kruta hranjiva podloga se sastoji od hranjive podloge Luria-Bertani i agara koji su
prethodno sterilizirani autoklaviranjem. Smjesa se ulijeva u Petrijeve zdjelice do polovice
volumena nakon ¢ega se ostavi na sobnoj temperaturi da se skrutne i ohladi. Tako priredene
ploce pohranjuju se na 4°C, a ako sadrzavaju antibiotik kao selektivni biljeg treba ih iskoristiti

unutar 14 dana.

3.4. Transformacija bakterija

U normalnim uvjetima, DNA zbog svoje hidrofilnosti ne moze proéi stani¢nu
membranu. Stvaranjem kompetentnih stanica omogucava se prolaz strane DNA u stanicu kroz
nastale pore u membrani (Das i Dash, 2015). Za transformaciju bakterija u laboratoriju
koristili smo metodu toplinskog Soka koja ukljucuje koristenje TSS (engl. transformation
storage solution) pufera koji sadrzi polietilenglikol (PEG 8000), dimetilsulfoksid (DMSO) te
dvovalentne katione u obliku magnezijevih iona (Chung i sur., 1989). Prisutnost Mg?" i
DMSO povecava permeabilnost bakterijske membrane, dok PEG §titi negativni naboj prisutan
na molekuli DNA i stanicnoj membrani bakterije te tako smanjuje njihovo odbijanje.
Toplinski Sok koji slijedi nakon inkubacije kompetentnih stanica i strane DNA uzrokuje unos

DNA u stanicu (Das i Dash, 2015).

3.4.1. Priprema kemijski kompetentnih stanica

No¢na kultura soja E. coli DH5a je razrijedena LB-medijem u omjeru 1:100 te su

stanice inkubirane u zracnoj tresilici (termostatirana zracna tresilica MAXQ 4000,
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Thermoscientific) na 37°C dok se nije postigla opti¢ka gustoca na 600 nm (ODggg) U rasponu
0,2 - 0,5. Opticka gustoéa je mjerena na ¢itatu mikrotitarskih plogica Victor* 1420
Multilabel Counter, Perkin Elmer/ Wallac. Kako bi se zaustavio rast, kultura je podijeljena u
dvije plasti¢ne epruvete Falcon (50 mL) te je stavljena u led na 15 min. Nakon centrifugiranja
10 min na 6500 g (centrifuga Jouan MR23i, Thermoelectron corporation) pri 4°C, pazljivo se
ukloni supernatant, a stanice se resuspendiraju u unaprijed ohladenom TSS puferu (LB medij
koji sadrzi 10% PEG 8000, 5% DMSO i 50 mM Mg?* pri pH 6.5). Volumen dodanog pufera
mora biti 10% volumena odstranjene kulture. Stanice su zatim podijeljene u uzorke od 100 uLL
u prethodno ohladenim plasti¢nim epruvetama volumena 1,5 mL te su do uporabe pohranjene

na -80°C.

3.4.2. Transformacija

Zamrznute kompetentne stanice (100 pnL) su odmrznute na sobnoj temperaturi, dodano
im je 1 pL plazmida, dobro su promijesane na mjesacu (Vortex Genius 3, IKA®) i ostavljene
stajati u ledu 20 min. Stanice su zatim izloZene toplinskom $oku 2 min na 42°C u termo-bloku
(Eppendorf Thermomixer comfort 1,5 mL), nakon ¢ega su vracene u led na 2 min. Dodano im
je 1 mL LB-medija pa su transformirane stanice inkubirane u tresilici 1 h na 37°C
(termostatirana zrac¢na tresilica MAXQ 4000, Thermoscientific). Zadnji korak je nasadivanje
stanica na kruti medij s dodatkom ampicilina na kojemu ¢e rasti samo transformirane

bakterije s plazmidom.

3.5. Odredivanje preZivljenja u stresnim uvjetima E. coli divljeg tipa i E.
coli koja sadrzi gen za 16S rRNA metil-transferazu koja uzrokuje
rezistenciju na aminoglikozide

Prezivljenje stanica odredeno je uzgojem bakterijskih stanica u LB-mediju uz dodatak
ampicilina nakon Cega su primijenjeni stresni uvjeti. Bakterijske stanice su bile izlagane
dvama razli¢itim oblicima stresa, osmotskom i kiselinskom stresu. Ispitivanje je provedeno u

barem tri neovisna pokusa u duplikatu.

No¢na kultura je pripremljena inokulacijom male koli¢ine LB-medija s ampicilinom
(kona¢na koncentracija 100 pg/mL) transformiranim bakterijama E. coli DH5a/pBBR1IMCS-
4 te je inkubirana preko no¢i u zracnoj tresilici na 37°C. U plasti¢ne epruvete volumena 50
mL dodano je 10 mL LB-medija s dodatkom ampicilina (100 pg/mL) koji je zatim inokuliran

no¢nom kulturom u omjeru 1:100. Tako pripravljena glavna kultura je nakon toga inkubirana
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uz protresanje na 37°C (termostatirana zracna tresilica MAXQ 4000, Thermoscientific) dok
opti¢ka gusto¢a na 600 nm (ODggp) nije postignula vrijednost ~ 0,3. Opti¢ku gustocu mjerimo

na optickom ¢&itatu (Victor*" 1420 Multilabel Counter, Perkin Elmer/ Wallac).

Kako bi se utvrdio pocetni broj stanica uzeto je 10 pL glavne kulture prije primjene
stresa (t=0), napravljen je niz razrjedenja koristenjem 0,9% otopine natrijeva klorida, a uzorak
razrijedene kulture nanesen je i razmazan na kruti medij s dodatkom ampicilina koncentracije

100 pL/mL kao §to je prikazano na Slici 3.5.1.

uzorak glavne

10 pL kulture

'on'en
00

= - IF=
990 pL - 1990 pL 900 pL
0,9% 0,9% 0,9% 1

NaCl | NaCl NaCl W

1/100 17104 1/108
(103 (@oh (109

uzorak od 100 pL

¥ ¥ ¥

Razrjedenja

prevelik broj kolonija
kolonija
broj kolonija X faktor =broj stanica u 10 uL

razrjedenja glavne kulture

Slika 3.5.1. Postupak utvrdivanja broja prezivjelih (vijabilnih) stanica koriStenjem niza razrjedenja uzorka i
nasadivanjem na kruti medij. Faktor razrjedenja je recipro¢na vrijednost razrjedenja otopine (preuzeto i

prilagodeno iz Madigan i sur., 2015).
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3.5.1. Osmotski stres

Osmotski stres je primijenjen dodatkom 6 M otopine natrijeva klorida Cime je
postignuta kona¢na koncentracija od 300 mM u glavnoj kulturi. Bakterije su zatim inkubirane
3 sata u termostatiranoj zracnoj tresilici (termostatirana zra¢na tresilica MAXQ 4000,
Thermoscientific) pri 37°C.

Uzet je uzorak iz kulture (t=3 h), a broj prezivjelih stanica odreden je pomocu niza
razrjedenja kao Sto je prikazano na slici 3.5.1. i uzgojem stanica na krutom mediju s

dodatkom ampicilina (100 pg/mL) u inkubatoru (Stuart® orbital incubator I SI 500 I).

3.5.2. Kiselinski stres

Prije primjene kiselinskog stresa potrebno je centrifugirati 10 mL glavne kulture 10
min na 6500 g (centrifuga Jouan MR23i, Thermoelectron corporation). Supernatant je
dekantiran, a talog stanica je resuspendiran u 10 mL LB-medija pH 3. Nakon toga slijedi
inkubacija na 37°C (termostatirana zrac¢na tresilica MAXQ 4000, Thermoscientific) u trajanju
od jednog sata.

Uzorak iz kulture (t=1 h) je razrijeden te se zatim nanosi na kruti medij s dodatkom
ampicilina kao §to je prikazano na slici 3.5.1., a ploce su inkubirane preko no¢i u inkubatoru

(Stuart® orbital incubator I ST 500 I).
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4. REZULTATI

Kako bi se utvrdilo utjece li prisutnost ribosomskih metil-transferaza koje uzrokuju
rezistenciju na aminoglikozidne antibiotike na preZzivljenje stanica E. coli u stresnim uvjetima,
provedena je usporedba prezivljenja bakterija soja E. coli DH5a koje sadrze prazni plazmid
pBBR1IMCS-4 (predstavlja divlji tip bakterije) s bakterijama transformiranim istim
plazmidom koji u sebi nosi gen koji kodira jednu od 16S rRNA metil-transferaza (RmtA,
RmtB, RmtC, ArmA, Sgm). Svako je ispitivanje provedeno u barem tri neovisna pokusa u

duplikatu.

4.1. Osmotski stres

Vrijednosti broja prezivjelih stanica za svaki od transformiranih sojeva, u uvjetima
povecane osmolarnosti, dane su u tablicama (Tablica 4.1.1.-4.1.6.). Broj stanica izrazen je

relativnom vrijednos$¢u (%) u odnosu na pocetni broj stanica (t=0). Takoder, u tablicama je

navedena i prosjecna vrijednost dobivenih rezultata te njena standardna devijacija.

Tablica 4.1.1. Relativno prezivljenje za soj E. coli DH5a/pBBR1IMCS-4

oh DH5a/pBBR1 | DH5a/pBBR1 | DH5a/pBBR1
MCS-4 MCS-4 MCS-4
0 100 100 100 X o
3 1890 1290 2030 1736,7 | 393,11
Tablica 4.1.2. Relativno prezivljenje za soj E. coli DH5a/pBBRIMCS-4-rmtA
oh DH5a/pBBR1 | DH5a/pBBR1 | DH5a/pBBR1 | DH5a/pBBR1
MCS-4-rmtA | MCS-4-rmtA | MCS-4-rmtA [ MCS-4-rmtA
0 100 100 100 100 X o
3 739,5 904 625 8245 | 773,25| 119,50
Tablica 4.1.3. Relativno prezivljenje za soj E. coli DH50/pBBR1MCS-4-rmtB
oh DH5a/pBBR1 | DH5a/pBBR1 | DH5a/pBBR1 | DH5a/pBBR1 | DH5a/pBBR1
MCS-4-rmtB | MCS-4-rmtB | MCS-4-rmtB | MCS-4-rmtB | MCS-4 -rmtB
0 100 100 100 100 100 x o
3 459,2 1022 667,5 1324 707,5| 836,04 | 338,98
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Tablica 4.1.4. Relativno prezivljenje za soj E. coli DH5a/pBBR1MCS-4-rmtC

th DH5a/pBBR1 | DH5a/pBBR1 | DH5a/pBBR1
MCS-4-rmtC | MCS-4-rmtC | MCS-4-rmtC
0 100 100 100 X o
3 1314 1127 1295 12453 102,92

Tablica 4.1.5. Relativno prezivljenje za soj E. coli DH5a/pBBR1IMCS-4-armA

th DH5a/pBBR1 | DH5a/pBBR1 | DH5a/pBBR1 | DH5a/pBBR1 | DH50/pBBR1
MCS-4-armA | MCS-4-armA | MCS-4-armA | MCS-4-armA [ MCS-4-armA
0 100 100 100 100 100 X '
3 285,7 4119 1103 699,1 1428 785,54 | 477,09
Tablica 4.1.6. Relativno prezivljenje za soj E. coli DH5a/pBBR1MCS-4-sgm
th DH5a/pBBR1 | DH5a/pBBR1 | DH50/pBBR1 | DHe/pBBR1
MCS-4-sgm MCS-4-sgm MCS-4-sgm MCS-4-sgm
0 100 100 100 100 X o
3 1199 673,4 549,3 789,8| 8029 | 281,75

Za bolju usporedbu bakterijskih stanica koje sadrze prazan plazmid (divlji tip) i ostalih

bakterijskih stanica koje eksprimiraju jednu od ispitivanih 16S rRNA metil-transferaza

(RmtA, RmtB, RmtC, ArmA, Sgm), vrijednosti prezivljenja su prikazane grafickim prikazom

(Slika 4.1.1.). Iz navedenog grafickog prikaza mozemo primijetiti da su vrijednosti

prezivljenja sojeva koji eksprimiraju ribosomske metil-transferaze nize od vrijednosti

preZivljenja soja E. coli s praznim plazmidom koji predstavlja divlji tip.
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Slika 4.1.1. Usporedba prezivljenja u uvjetima osmotskog stresa bakerijskih stanica E. coli divljeg tipa

s onima koji sadrze gen za 16S rRNA metil-transferazu koja uzrokuje rezistenciju na aminoglikozidne

antibiotike.

4.2.

Kiselinski stres

Rezultati ispitivanja prezivljenja bakterijskih stanica u kiselim uvjetima dani su u

tablicama (Tablica 4.2.1.-4.2.6.). IzraZeni su u postotcima te predstavljaju relativnu vrijednost

koja prikazuje odnos broja stanica nakon zavrSetka eksperimenta (t=1 h) i pocetnog broja

stanica (t=0). Za svaki od ispitivanih sojeva navedena je i prosjecna vrijednost dobivenih

rezultata s pripadaju¢om standardnom devijacijom.

Tablica 4.2.1. Relativno prezivljenje za soj E. coli DH50/pBBR1MCS-4

th DHSa/pBBR1 | DH5a/pBBR1 | DH5a/pBBR1
MCS-4 MCS-4 MCS-4
0 100 100 100 x o
1 30,9 30,27 17,71 26,29 7,45

36



Tablica 4.2.2. Relativno prezivljenje za soj E. coli DHSa/pBBR1IMCS-4-rmtA

h DH5a/pBBR1 | DH5a/pBBR1 | DH5a/pBBR1
MCS-4-rmtA | MCS-4-rmtA [ MCS-4-rmtA
0 100 100 100 X o
1 43,7 43,2 39,21 42,03 2,47

Tablica 4.2.3. Relativno preZivljenje za soj E. coli DH5a/pBBR1MCS-4-rmtB

h DH5a/pBBR1 | DH5a/pBBR1 | DH50/pBBR1
MCS-4-rmtB | MCS-4-rmtB | MCS-4-rmtB
0 100 100 100 X o
1 52,1 44,2 56,25 | 50,85 6,12

Tablica 4.2.4 Relativno prezivljenje za soj E. coli DH5a/pBBRIMCS-4-rmtC

th DHSao/pBBR1 | DHSa/pBBR1 | DHSa/pBBR1
MCS-4-rmtC | MCS-4-rmtC | MCS-4-rmtC
0 100 100 100 x o
1 40,3 5,8 11,09| 19,06 | 18,58

Tablica 4.2.5. Relativno prezivljenje za soj E. coli DH5a/pBBRIMCS-4-armA

th DHS50/pBBR1 | DHSe/pBBR1 | DHSo/pBBR1 | DHSa/pBBR1
MCS-4-armA | MCS-4-armA | MCS-4-armA | MCS-4-armA
0 100 100 100 100 X o
1 39,7 53,7 36,9 2495 38,81 11,81
Tablica 4.2.6. Relativno prezivljenje za soj E. coli DH5Sa/pBBR1MCS-4-sgm
th DHS50/pBBR1 | DHSe/pBBR1 | DHSo/pBBR1 | DHSa/pBBR1
MCS-4-sgm MCS-4- sgm MCS-4- sgm MCS-4- sgm
0 100 100 100 100 X o
1 39,8 14 57,1 208 | 30,63| 23,17

Kako bi se omogucéila bolja usporedba bakterijskog soja E. coli divljeg tipa sojeva i
sojeva koji eksprimiraju gen za 16S rRNA metil-transferaze koje uzrokuju rezistenciju na

aminoglikozide (rmtA, rmtB, rmtC, armA i sgm) i ovdje su rezultati prikazani grafickim
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prikazom (Slika 4.2.1.). Vecina ispitanih sojeva koji eksprimiraju ribosomske metil-
transferaze pokazuju vece vrijednosti prezivljenja nakon izlaganja uvjetima niskog pH u
odnosu na divlji tip bakterije. Soj E. coli DH5a koji eksprimira metil-transferazu RmtC jedini

pokazuje nize vrijednosti prezivljenja pri ovakvim uvjetima u usporedbi sa sojem divljeg tipa.

= divlji tip

HrmtA

HrmtB

mrmtC

HarmA

Hsgm

kiselinski stres

Slika 4.2.1. Usporedba prezivljenja u uvjetima kiselinskog stresa bakterijskih stanica E. coli divljeg
tipa s onima koji sadrze 16S rRNA metil-transferazu koja uzrokuje rezistenciju na aminoglikozidne
antibiotike.
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5. RASPRAVA

Pojava rezistencije na antibiotike postaje jedna od najvecih prijetnji ljudskom zdravlju
zbog toga §to smanjuje uspjesnost lijeCenja infekcija te time povecava rizik komplikacija i
smrtnog ishoda. Prilikom uvodenja novog antibiotika u klini¢ku upotrebu, pojava rezistencije
je samo pitanje vremena. Rezistencija na antibiotik moze biti rezultat urodenog svojstva,
spontane mutacije ili horizontalnog prijenosa gena. Antibiotici su od uvodenja u Siroku
upotrebu postali jedni od najbitnijih lijekova te su glavni razlog produzenja ljudskog Zivotnog
vijeka. Rezistencija na velik broj antibiotika te prisutnost visestruko rezistentnih patogenih
bakterijskih sojeva, u klinicku upotrebu vraca antibiotike koji su nekada bili manje koristeni

kao $to su primjerice aminoglikozidi.

Aminoglikozidi pripadaju skupini antibiotika koja djeluje na sintezu proteina, pri
¢emu djeluju baktericidno na bakterijsku stanicu. Smanjuju tocnost procesa translacije
vezujuci se na A-mjesto dekodiraju¢eg dijela ribosomske podjedinice 30S pri ¢emu dovode
do ugradnje pogresnih aminokiselina u rastu¢i polipeptidni lanac. Ometaju pravilno
sparivanje kodona i antikodona uzrokujué¢i promjenu konformacije uzvojnice 44 ¢ak i u
slu¢aju spajanja nepripadne aminoacil-tRNA te tako remete komunikaciju izmedu
dekodiraju¢eg 1 peptidil-transferaznog centra. PogreSno translatirani proteini se zatim
ugraduju u stani¢énu membranu ¢ime dolazi do porasta njene permeabilnosti i povecanog
unosa aminoglikozida u stanicu te u konacnici baktericidnog ucinka. Unato¢ svojim
nedostatcima, S$to se poglavito odnosi na pojavu ototoksicnosti 1 nefrotoksicnosti,
aminoglikozidi su danas korisni u lijeCenju infekcija uzrokovanih gram-negativnim

bakterijama.

Zbog povetane upotrebe, dolazi do sve vefe raSirenosti rezistencije na
aminoglikozide, od kojih je naj¢es¢a enzimska modifikacija molekule lijeka. Zabrinjavajuca
je i pojava novih mehanizama rezistencije na aminoglikozide koji su donedavno bili vezani
isklju¢ivo uz bakterije koje su prirodni proizvodaci antibiotika. Tako je u posljednjih desetak
godina nakon prve izolacije 16S rRNA metil-transferaza iz patogenog soja doslo do Sirenja
tog tipa rezistencije diljem svijeta. 16S rRNA metil-transferaze posttranslacijski metiliraju
ribosomsku podjedinicu 30S uz kofakor AdoMet te tako omogucuju visoki stupanj
rezistencije na sve klini¢ki dostupne aminoglikozide osim streptomicina (Galimand 1 sur.,

2003). Mjesta metilacije su nukleotidi G1405 i A1408 koji se nalaze u A-mjestu ribosomne
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podjedinice 30S. Kod patogenih sojeva, izolirano je ¢ak deset metil-transferaza koje
metiliraju G1405, dok je metil-transferaza NpmA jedini izolirani predstavnik 16S rRNA
metil-transferaza koje metiliraju A1408. Razlika u raSirenosti navedenih metil-transferaza

mozda lezi u bioloskom ucinka koji svaka od njih ima na bakterijsku stanicu.

Bioloski ucinak je cijena koju bakterija plac¢a zbog nekog stecenog svojstva koji divlji
tip bakterije ne sadrzi. Smatra se da vec¢ina mehanizama rezistencije na antibiotike sa sobom
donosi 1 odredeni bioloski ucinak na bakteriju koji moze uzrokovati smanjenu virulenciju,
brzinu rasta ili smanjen prijenos rezistencije. Smanjena sposobnost bakterije se javlja zbog
djelovanja mehanizama rezistencije na vazne funkcije bakterijske stanice. Takoder, 1 plazmidi
koji prenose rezistentne gene mogu pridonijeti negativnom bioloskom uc¢inku na bakterijsku
stanicu (Andersson 1 Hughes, 2010). Prednost koju bakterija stjeCe stvaranjem rezistencije
tako moze postati nedostatak ukoliko u okoliSu ne postoji selektivni pritisak u obliku

antibiotika.

Saznanja o bioloSkom ulinku rezistencije mogu biti korisna u razvijanju novih
antibiotika ili u pokusSajima da se smanji postojeca rezistencija. Pronalaskom fizioloske
slabosti rezistentnih bakterija moglo bi se djelovati na smanjenje njihove populacije. Kako je
bioloski uc€inak rezistencije na bakteriju vrlo varijabilan, potrebno ga je ispitati u razliitim
uvjetima. Tako primjerice stjecanje rezistencije ne mora imati bioloSki uc¢inak na stanicu u
normalnim uvjetima, ali u uvjetima koji su nepovoljni za rast bakterije, tzv. stresnim
uvjetima, bioloski ucinak moze biti znacajan. Neki od primjera stresnih uvjeta su rast u
mediju siromaSnom hranjivim tvarima, zatim rast u anaerobnim uvjetima, uvjetima povecane

osmolarnosti, smanjenog pH ili povecane koncentracije peroksida.

Ispitivanje bioloSkog ucinka rezistencije na stanicu se mozZe provesti na razliite
nacine. Tako se primjerice mogu utvrdivati razlike izmedu divljeg i rezistentnog tipa bakterije
usporedbom pripadajucih krivulja rasta ili broja poraslih kolonija nakon nasadivanja na kruti
medij. Jedna meta-analiza istiCe da je najbolji nacin istrazivanja bioloskog ucinka rezistencije
na bakterijsku stanicu kompetitivni rast dvaju bakterijskih sojeva, divljeg soja bakterije i
rezistentnog soja. Ispitivanje kompetitivnog rasta dvaju bakterijskih sojeva provodi se na
hranjivom mediju koji ne sadrZava antibiotik kao selektivni pritisak. Na taj na¢in se sprjecava
da prisutnost antibiotika potakne prevalenciju rezistentnog soja bakterije nad divljim sojem

(Melnyk i sur., 2014). Kako bi se osiguralo da u eksperimentu ne dode do toga, divlji tip
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bakterije je predstavljao soj E. coli DH5a transformiran praznim plazmidom pBBR1MCS-4
koji prenosi rezistenciju na ampicilin. Ostali transformirani sojevi su takoder sadrzavali
plazmid pPBBR1MCS-4, no s jednim od gena za ispitivane 16S rRNA metil-transferaze, rmtA,
rmtB, rmtC, armA, ili sgm. Svi sojevi su stoga bili rezistentni na ampicilin, dok je jedina
razlika izmedu divljeg soja i ostalih sojeva bila prisutnost 16S rRNA metil-transferaza $to je

omogucilo utvrdivanje bioloskog ucinka tog tipa rezistencije na aminoglikozide.

Provedeno je ispitivanje relativnog prezivljenja transformiranih bakterijskih sojeva u
stresnim uvjetima kako bi se utvrdio bioloski ucinak 16S rRNA metil-transferaza na
bakterijsku stanicu. Ispitivani stresni uvjeti su bili poveéana osmolarnost te nizak pH. Iz
rezultata je vidljivo da osmotski stres predstavlja znatno manji stres za bakteriju od
kiselinskog, zbog toga Sto su bakterije unatoC izlaganju uvjetima povecane osmolarnosti

nastavile rasti, dok se pri niskom pH njihov broj znatno smanjio.

U uvjetima povecane osmolarnosti, sojevi koji eksprimiraju ispitivane 16S rRNA
metil-transferaze pokazali su manje vrijednosti relativnog prezivljenja u usporedbi s divljim
tipom E. coli. Iz toga proizlazi da 16S rRNA metil-transferaze zaista mogu imati odredeni
bioloski ucinak na bakterijsku stanicu ukoliko se ona nalazi u slicnim uvjetima. Kada se
medusobno usporede vrijednosti relativnog prezivljenja bakterijskih sojeva koji eksprimiraju
razli¢ite 16S rRNA metil-transferaze, zamjecuje se da RmtC ima vecu relativnu vrijednost
prezivljenja od ostalih. To moze znaciti da RmtC ima manji bioloski u¢inak na bakterijsku
stanicu $to moze biti prednost navedenoj metil-transferazi u odnosu na ostale. U jo$ nekoliko

istrazivanja se takoder pokazalo da RmtC nema ili ima vrlo mali bioloSki uc¢inak na stanicu

(Gutierrez i sur., 2012; Lioy i sur., 2014).

Usporedujuci vrijednosti relativnog prezivljenja u uvjetima niskog pH divljeg tipa E.
coli sa sojevima koji eksprimiraju ispitivane 16S rRNA metil-transferaze, primjecuju se vece
razlike medu sojevima nego kod prethodnog primjera. Vrijednost relativnog preZivljenja koja
najvise odstupa od ostalih ponovo pripada soju koji ekprimira RmtC. No, kako je vrijednost
standardne devijacije tog soja prevelika, tesko je izvesti pretpostavke iz dobivenih rezultata za
tu metil-transferazu. Ako se izuzmu rezultati dobiveni za RmtC, primjecuje se da sojevi koji
eksprimiraju 16S rRNA metil-transferaze pokazuju veée vrijednosti relativnog prezivljenja u
odnosu na soj divljeg tipa. Pri tome najvece vrijednosti relativnog prezivljenja pokazuju

metil-transferaze RmtB te RmtA, dok su vrijednosti za ArmA i Sgm ne$to manje. Moguce je
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stoga da metilacija 16S rRNA predstavlja prednost u uvjetima niskog pH. Pretpostavlja se da
je razlog tome zastita veznih mjesta za mRNA i tRNA, koja moraju biti izloZena citosolu,

metilacijom molekule rRNA (Baldridge i Contreras, 2014).

Iz navedenih rezultata moze se pretpostaviti da 16S rRNA metil-transferaze mogu
predstavljati teret stanici kod osmotskog Soka, ali i prednost u prisutnosti kiselinskog Soka.
Takoder, moze se zakljuciti da je bioloski uc¢inak vrlo varijabilan te da uvelike ovisi o
okolisnim uvjetima. Upravo zbog toga, bitno je ispitati bioloski u¢inak u Sto ve¢em broju
razli¢itth uvjeta kako bi se utvrdilo koji uvjeti najnepovoljnije djeluju na rezistentnu
bakterijsku stanicu. Pronalaskom fizioloske slabosti rezistentne bakterije moglo bi se djelovati

na smanjenje porasta rezistencije.

Jedan od mogucéih razloga bioloskog ucinka stecenih 16S rRNA metil-transferaza koje
uzrokuju rezistenciju na aminoglikozide je njihova interakcija s endogenim metil-
transferazama koje imaju bitnu ulogu u osiguravanju strukture i funkcije zrele rRNA. Do
interakcije dolazi zbog toga $to obje vrste metil-transferaza, i egzogene i endogene, djeluju na
filogenetic¢ki ocuvane i funkcionalno vazne regije u rRNA. Metilacijom 16S rRNA od strane
stecenih metil-transferaza tako dolazi do promjena u metilaciji posredovanoj endogenim 16S
rRNA metil-transferazama. Dokazano je da 16S rRNA metil-transferaze Sgm, RmtB, RmtC,
ArmA i NpmA smanjuju metilaciju endogenim metil-transferazama Rsml te RsmF (Cubrilo i
sur., 2009; Gutierrez i sur., 2012; Lioy i sur., 2014). lako je za neke od navedenih metil-
transferaza utvrden znacajan bioloSki ucinak, na primjeru ArmA je dokazano da bioloSki
ucinak nije povezan s nedostatkom endogene metilacije putem RsmF (Lioy i sur., 2014).
Kako bi se moglo zakljuciti nesto vise o povezanosti bioloskog ucinka s interakcijom izmedu
endogenih i steCenih 16S rRNA metil-transferaza, potrebno je provesti jo$ istaZivanja koja bi
ukljucivala usporedbu ucinka steCene metil-transferaze i nedostatka endogene metil-

transferaze na bakterijsku stanicu.

Iako se na prvi pogled mozda doima da smanjeno prezivljenje pokazuje negativan
bioloski u¢inak na stanicu, a povecano prezivljenje pozitivan, to nuzno ne mora biti tako.
Naime, povecan rast u stresnim uvjetima se moze javiti zbog nesposobnosti rezistentnih
sojeva da induciraju sigma faktor RNA polimeraze (RpoS ili ) koji je glavni regulator
prilagodbe bakterije na stresne uvjete. Zbog toga iako rezistentni sojevi kratkotrajno u

stresnim uvjetima pokazuju povecan rast, nedostatak indukcije RpoS moze dovesti do
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smanjenog dugoro¢nog prezivljenja bakterija. Upravo do tog zakljucka se doslo istrazivanjem
bioloskog ucinka mutacija koje uzrokuju rezistenciju na streptomicin, gdje su bakterije divljeg
tipa vrste Salmonella enterica var. Typhimurium dovele do indukcije RpoS te smanjenog
rasta u mediju siromasnom izvorom ugljika, dok su bakterije iste vrste koje su sadrzavale
navedene mutacije dovele do poveéanog rasta zbog nedostatka indukcije RpoS (Paulander i

sur., 2009).

Kao $to je spomenuto prije, bioloski ucinak rezistencije na bakterijsku stanicu se moze
iskoristiti u strategijama smanjenja rezistencije. Kako bi se smanjila rezistencija na antibiotike
prvo je potrebno ukloniti selektivni pritisak u obliku antibiotika, jer rezistencija u prisutnosti
antibiotika predstavlja prednost za rezistentni soj bakterije. Kada bi se to dogodilo, ukoliko
postoji negativan bioloski ucinak rezistencije na bakterijsku stanicu, doslo bi do smanjenja
populacije rezistentnog soja bakterije u odnosu na divlji tip. Medutim, ¢ak i kada bi preostala
vrlo mala populacija rezistentnih bakterija, ponovno uvodenje antibiotika u upotrebu dovelo

bi do ponovnog povecanja njihovog broja (Andersson i Hughes, 2010).

No, rasirenost rezistencije ne ovisi samo o njenom bioloskom uc¢inku na stanicu nego i
0 ostalim faktorima. Najbolji primjer za to je metil-transferaza ArmA koja, unato¢ tome $to
uzrokuje vrlo znajacan nedostatak bakterijskoj stanici koja je eksprimira, pokazuje veliku
rasirenost diljem svijeta. Razlog takve pojave bi mogla biti ¢injenica da je gen armA dio
funkcionalnog transpozona Tn1548, prenoSenog plazmidom pIP1204, te je na taj nacin
povezan s ostalim genima za rezistenciju, tocnije onima koji prenose rezistenciju na -
laktame te fluorokinolone (Galimand i sur., 2005). Zbog toga bi, iako bi negativan bioloski
ucinak ArmA na bakteriju doveo do smanjenja populacije rezistentne na aminoglikozide, u
konac¢nici doSlo do proSirenja rezistencije radi selektivnog pritiska prisutnosti ostalih
antibiotika. S druge strane, metil-transferaza NpmA nije povezana s rezistencijama na druge
skupine antibiotika §to ogranicava njenu raSirenost. Medutim, kako njena ekpresija ne nosi
nikakav znacajan bioloski u¢inak na bakterijsku stanicu, gen npmA se odrzava u okolisu (Lioy

i sur., 2014).
Ispitivanja bioloskog ucinka rezistencije se, unato€¢ tome S$to je njihova izvedba

poprili¢éno jednostavna, mogu pokazati vrlo kompleksna kada dolazimo do interpretacije

dobivenih rezultata. Ipak moZemo pretpostaviti da ¢e se, ukoliko je bioloski ucinak
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rezistencije na bakterijske stanice primije¢en u laboratorijskim uvjetima, odredeni ucinak

javiti i u kliniCkom okruzenju.

Dobiveni rezultati upucuju na to da 16S rRNA metil-transferaze imaju bioloski u¢inak
na bakterijsku stanicu E. coli te da on ovisi o0 uvjetima u kojima se bakterijska stanica nalazi.
Kako bi se $to bolje odredio bioloski u¢inak tog tipa rezistencije na aminoglikozide potrebno
je ispitati prezivljenje stanica u raznim drugim stresnim uvjetima. Osim toga, trebalo bi
ispitati dolazi li do indukcije faktora RpoS, kako bi se ustanovilo djeluje li povecano
prezivljenje u stresnim uvjetima dugorocno pozitivno ili negativno na bakterijsku stanicu.
Daljnja istrazivanja mogu pridonijeti boljem razumijevanju ucinaka 16S rRNA metil-
transferaza na bakterijsku stanicu te omoguciti razvoj strategija koji bi doveo do smanjenja

pojave i rasirenosti rezistencije.
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6. ZAKLJUCAK

Kako bi se utvrdio bioloski ucinak ispitivanih 16S rRNA metil-transferaza (Sgm,
RmtA, RmtB, RmtC te ArmA) na bakterijsku stanicu, provedena je usporedba prezivljenja u
stresnim uvjetima bakterijskih stanica E. coli koje eksprimiraju 16S rRNA metil-transferaze s
divljim tipom E. coli. Na temelju provedenih ispitivanja, dobivenih rezultata i rasprave moze

se zakljuciti sljedece:

— sojevi koji eksprimiraju metil-transferaze Sgm, RmtA, RmtB, RmtC te ArmA imaju
manje vrijednosti relativnog prezivljenja u uvjetima poveéane osmolarnosti u odnosu
na divlji tip E. coli zbog Cega se pretpostavlja se da bi ispitivane 16S rRNA metil-
transferaze mogle imati negativan bioloski u¢inak na bakterijsku stanicu u prisutnosti

uvjeta povecane osmolarnosti

— sojevi koji eksprimiraju metil-transferaze Sgm, RmtA, RmtB te ArmA imaju vece
vrijednosti relativnog preZivljenja pri niskom pH u odnosu na divlji tip E. coli, dok soj
koji eksprimira RmtC ima manju vrijednost prezivljenja pri niskom pH u usporedbi s
divljim tipom E. coli iz ¢ega proizlazi da u uvjetima niskog pH ispitivane 16S rRNA
metil-transferaze, izuzev RmtC, pokazuju pozitivan bioloski u¢inak na bakterijsku

stanicu

— bioloski u¢inak 16S rRNA metil-transferaza na bakterijsku stanicu je varijabilan te

ovisi o uvjetima kojima je stanica izloZena

— kako bi se $to bolje utvrdio bioloski u¢inak 16S rRNA metil-transferaza na stanicu

potrebno ga je ispitati u ve¢em broju razli€itih stresnih uvjeta
— rad pridonosi utvrdivanju bioloskog uc¢inka 16S rRNA metil-transferaza koji se moze

iskoristiti u razvoju strategija koje bi smanjile raSirenost tog tipa rezistencije na

aminoglikozidne antibiotike
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8. SAZETAK

Otkri¢e antibiotika predstavlja jedno od najvaznijih medicinskih dostignucéa koje je
omogucilo smanjenje morbiditeta i mortaliteta. Zbog upotrebe antibiotika, dolazi do porasta

rezistencije medu patogenima.

Aminoglikozidi su baktericidni antibiotici Sirokog spektra. Vezu se na A-mjesto
dekodiraju¢eg dijela ribosomne podjedinice 30S te wuzrokuju wugradnju pogreSnih
aminokiselina u rastuci protein. Novi mehanizam rezistencije kod patogena je metilacija 16S
rRNA, tj. nukleotida G1405 i A1408 koji se nalaze u blizini ciljnog mjesta vezanja
aminoglikozidnih antibiotika.

16S rRNA metil-transferaze (MT) djeluju na funkcionalno vazan dio rRNA te mogu
imati negativan bioloski uc¢inak na bakterijsku stanicu. Bioloski u¢inak se moze ocitovati kao
povecana osjetljivost bakterije pri stresnim uvjetima §to moze predstavljati fizioloSku slabost

koja bi se mogla iskoristiti u smanjenju rezistencije.

Svrha rada je bila utvrditi imaju li 16S rRNA metil-transferaze bioloski u¢inak na
bakteriju. Ispitano je relativno prezivljenje stanica, E. coli DHSa divljeg tipa te stanica E. coli
DH5a koje eksprimiraju ispitivane metil-transferaze, u stresnim uvjetima. Stresni uvjeti su
bili osmotski i kiselinski stres, dok su ispitivane metil-transferaze uklju¢ivale Sgm, RmtA,
RmtB, RmtC te ArmA.

Rezultati pokazuju da je bioloski u¢inak 16S rRNA metil-transferaza relativan te ovisi
o okolisu. U prisutnosti kiselinskog stresa, ekspresija ispitivanih metil-transferaza u bakteriji
predstavlja prednost u usporedbi s divljim tipom bakterije, dok kod osmotskog stresa

predstavlja teret.

Ovaj rad pridonosi odredivanju bioloskog ucinka 16S rRNA metil-transferaza na

bakterijsku stanicu koji se moze iskoristiti u pokusajima smanjenja rezistencije.
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9. SUMMARY

The discovery of antibiotics is one of the most important medical events that helped
reduce human morbidity and mortality. Due to the use of antibiotics, the frequency of

resistance among pathogens has increased.

Aminoglycosides are broad-spectrum bactericidal antibiotics. They bind to the A site
in the decoding center of the 30S ribosomal subunit and induce misincorporation of amino
acids into the growing protein. A new mechanism of resistance in pathogens is methylation of
16S rRNA, precisely nucleotides G1405 and A1408 located in close proximity of the

aminoglycoside binding site.

16S rRNA methyltransferases (MTs) methylate a functionally important part of the
rRNA and can be associated with a loss of fitness. This can result in hypersensitivity to stress
conditions, and can pose a potential physiological weakness that may be exploitable in the

reduction of resistance.

The intention of this work was to determine whether acquisition of the 16S rRNA
methyltransferases has a fitness cost. The survival rate of the wild type and the
methyltransferase-producing E. coli strain DH5a was tested at stress conditions. The stress
conditions were osmotic and acidic stress, while the tested methyltransferases included Sgm,
RmtA, RmtB, RmtC and ArmA.

The results show that the fitness cost of 16S rRNA methyltransferases is relative and
varies in different conditions. In the presence of acidic stress, the acquisition of the tested
methyltransferases by bacteria results in an advantage in comparison to the wild type E. coli,

whilst it poses a burden to cells exposed to osmotic stress.

This work contributes to the assessment of the fitness cost related to the acquisition of

16S rRNA methyltransferases, which can be used in the attempts to fight resistance.
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