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SISSEJUHATUS

Seoses antibiootikumiresistentsete bakteritived&uga on otsitud uusi ja tdhusamaid
antibiootikume v6i modifitseeritud juba olemasolelaet tdsta nende efektiivsust
resistentsete tivede vastu. Selleks on oluline @usatibiootikumide toimemehhanisme,

nende sihtmarke rakus, seost bakterirakus toimyratsessidega.

Antimikroobsete ainete interaktsioone bakteriaalseébosoomidega on uuritud juba
aastaid. Makroliidseid antibiootikume on laialdaseluritud tdnu nende efektile
transleerivale ribosoomile. Makroliidid seonduvaddl S ribosoomi suure subihikuga (50S)
peptidudltransferaasse tsentri laheduses nii Grasitiysetes kui Gram-negatiivsetes
bakterites, blokeerides peptiidi valjumise tunnetgkistavad kasvava peptiidahela
pikenemist. Bakterite resistentsus makroliidide twason pdohiliselt tingitud
marklaudkohtade modifitseerimisest ribosoomil, sidomivalkude mutatsioonidest voi
ainete aktiivsest valjapumpamisest. Mutatsioonithogsoomivalkudes L4 vdi L22
pohjustavad resistentsuse Uhe enam tuntud makyolditromutsiini, vastu. Teine
resistentsusmehhanism makroliidide vastu on amtilkiomi rakust vélja pumpamine.
Gram-negatiivseid bakterirakke imbritseb kaksikmerabne sisteem, mis annab bakterile
kaitset ja moningaid eeliseid Gram-positiivseteterate ees. Enamus Gram-negatiivsete
bakterite resistentsusest makroliidide suhtes leljusiinergiast valjavoolu pumpade ning
labi valismembraani toimuva ravimi aeglase sissgitwahel. E. coli's on kirjeldatud
mitmeid resistentsust tagavaid transmembraansaitportsiisteeme. Uks olulisemaid on
kolmekomponentne AcrAB-TolC valjavoolupumba susteenis viib rakust valja vaga
erinevaid aineid. Sellise pumba terviklikkuse rikkne pdhjustab tundlikkuse tdusu
erinevate keemiliste thendite suhtes.



Ribosoomidele seostudes pohjustavad makroliidictighgpl-tRNAde dissotsatsiooni ehk
“drop-off”i. Selle tulemusel tdendaoliselt valgusinteesiksaliag vabade tRNAde hulk
rakus vaheneb. tRNAde normaalse taaskasutdfsiskerichia colrakkudes tagab enstiim
peptidutl-tRNA hudrolaas (Pth), mis hudroluusib todipaagi ja tRNA vahelist estersidet,
vabastades peptiidi tRNA kuljest. tRNA on taas amaisileerumisvdimeline ning vaoib

osaleda translatsiooniprotsessis.

Kéesoleva magistritod teoreetiline osa annab Utevamakroliididest ja bakterite
resistentsusmehhanismidest. Pikemalt peatutaksmematimi resistentsusmehhanismil,
valjavoolupumpadel, milleset oluliseim & coli AcrAB-TolC véljavoolupumba sisteem.
Seoses makroliidide pdhjustatud valgusinteesi pes¢ga antakse lUlevaade ka peptidudl-
tRNAdest, nende enneaegsest ribosoomilt dissotseszat ning sellega seoses ensiimist
peptidutl-tRNA hidrolaasist (Pth-st).

Makroliidide pdhimattelist toimemehhanismi valgusgesi inhibeerivate
antibiootikumidena on uuritud, samas puudub seltgkderirakus kujunevast reaktsioonist,
mis viib antibiootikumide suhtes resistentsuse kajuisele ning resistentsusmutatsioonide
ja membraanipumpade omavahelistest seostest eiilsimh suhtes resistentsuse

tekkimisel.

Kéesoleva magistritdd eksperimentaalses osas umakiroliidide p&hjustatud peptididl-
tRNAde enneaegse ribosoomilt dissotseerumise niegde rakku kuhjumise rolli
makroliidide, josamdtsiini ja erttromutsiini, pobjatud valgusinteesi inhibitsioonis.
Eksperimentaalse t60 teises osas uuriti eritromiiesistentsusele viivate mutatsioonide
ja membraanis olevate toksiliste ainete valjavooinpade omavahelist seost
erutromutsiiniresistentsuse  tekkeks. Seda riboseglkude L4 ja L22 ning

membraanipumba valkude TolC ja AcrB naitel.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Makroliidid

Makroliidid on suur rihm valgusiinteesi inhibeerd/aintibiootikume. Esmaselt isoleeriti
makroliidid Streptomyces liikidest. Makroliidid on efektiivne antibiootikaide klass
naiteks hingamisteede infektsioonide raviks, kaaseatud selliste infektsioonide, mida
pdhjustavad tuupilised Sfreptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzge)
ebatllpilised Chlamydia, Mycoplasma, Legionellgjatogeenid (Zhong & Shortridge,
2000). Makroliidid inhibeerivad bakterite kasvu sdodes bakterite ribosoomidele ja

takistades bakterite valkude siinteesi.

Makroliidide nimi tuleneb tema struktuurist — matsiaklilisest laktoonringist, millega on
seotud erinevad neutraalsed- voi aminosuhkrud nagiged rihmad. Makroliidid on
klassifitseeritavad vastavalt makrotsuklilise ringilisiniku aatomite arvule. Uute
komponentide lisamine looduslikele makroliididelen oteinud klassifitseerimise

kompleksemaks.

Kobige olulisemad makroliidsed antibiootikumid koesad 14-, 15- ja 16-aatomilisest
laktoonringist. Neid vOib jagada kahte suurde grupmaturaalsed ja poolsiinteetilised
derivaadid. Poolsunteetilisi makroliide voib veealasi jagad kolme alagruppi vastavalt
erutromutsiin - A keemilise modifikatsiooni tlubileEsimene alagrupp sisaldab
asendusmodifikatsioonidega aineid. Sellised onehéitroximutsiin, klaritromutsiin ja

fluritromatsiin. Teise grupi liikmeid saadakse dgion A modifikatsiooniga, naiteks

azithromutsiin. Kolmanda alagrupi likmed, kuhu kuead ka ketoliidid, on saadud Ce3

L-kladinoosi modifikatsioonist (Retsema & Fu, 2001)



Keemiliste rihmade lisamisel makroliidide ringstuuki on margatud makroliidide
voimekuse tdus. Naiteks azithromatsiin, mille 15likes laktoonringis on positsioonis C9
metlul asendatud lAmmastikuga (Schluneeral, 2003). See keemiline modifikatsioon
muudab azitromdtsiini H. Influenzaevastu eritromutsiiniga vorrelduna aktiivsemaks
(Creditoet al, 2001). Lisaks laguneb happelises keskkonnas (pH)%2o eritromutsiinist
umbes 3,5 sekundi jooksul. Samas kulub azitrommitslegradatsiooniks 20 minutit
(Retsema & Fu, 2001).

desosamiin

kladinoos

OH

Erttromutsiin

Joonis I Eritromutsiini keemiline struktuur.

Makroliididest on kdige enam tuntud eritromutshnitromutsiin (Joonis 1) koosneb 14-

[Ulilisest laktoonringist, mille kiiljes on 3-klados ja 5-desosamiin suhkrujaagid.

1.1.1 Makroliidide toimemehhanism

Makroliidseid antibiootikume on laialdaselt uurituginu nende efektile transleerival
ribosoomil. Valgusinteesi katalliisivad ribosoom f{siitoplasmaatilised faktorid.
Bakteriaalne ribosoom (70S) koosneb kahest sub&hiku50S ja 30S, mis sisaldavad
rRNA ja ribosomaalseid valke. 50S subihikul toimiRINAde ja mMRNA vaheline koodoni
aratundmine. 50S sublhik seondab tRNAd ja teosgitiigi sinteesi. Peptiidsideme



stintees toimub 50S subihiku peptidilltransferadssesris. See tsenter koosneb RNAst

ja kataltitsib valgu elongatsioonil peptiidsidenma@odustumist.

Makroliidid seonduvad pddrduvalt 50S subihikule tmipiltransferaasse keskuse (Joonis
2) lahedusesii Gram-positiivsetes kui Gram-negatiivsetes (Gimt & Champney, 1994)
bakterirakkudes ja takistavad kasvava peptiidahml@®nemise protsessi, pdhjustades
enneaegset peptiditl-tRNA eemaldumist ribosoorMiakroliidid kuuluvad MLS grupi
antibiootikumide hulka — makroliidid, linkosamiidjd streptogramiin B. Linkosamiidid ja
milkaroos suhkrut sisaldavad makroliidid inhibeatiyeeptidiltransferaasset reaktsiooni
(Poulsenet al, 2000), ning nende seondumissait kattub osal{Selhlunzenet al, 2001).
Seega konkureerivad makroliidid naiteks klindamiiga, mis on linkosamiid,
seondumissaidi parast. Samas erltromutsiini grugkratiidid ja streptogramiin B tldpi
antibiootikumid ei inhibeeri peptididltransferaaseaktsiooni otseselt, kuid seondudes
peptidudltransferaasse keskuse (Joonis 2) koreabgbeptiiditunneli algusesse (Joonis 4),
blokeerivad ribosoomi suurel subthikul tunneli sgggasu (Nisseat al, 2000), 1abi mille
peptiidahelad ribosoomist valjuvad (Tenson & Ehesgh2002).

Joonis 2 Polipeptiidi tunnel. Tunneli peptididltransfersageskuse poolne ots, mis naitab suhet
peptidulltransferaasse keskuse (PT) ja ribosontealsalkude L4 ja L22 vahel (sinised).
Slnteesitav peptiid on téhistatud punase spiraaldranzi ja halliga on tahistatud 23S rRNA
(Nissenet al, 2000 jargi).
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Hanseret al uuring naitas, et makroliidid seonduvad baktes@ad@3S rRNAga Uhendades
rRNA domaan Il juuksendela 35 ja domaan V peptittaiikferaasset silmust (Hansen
al., 1999). Arvatakse, et need kaks struktuuri on ERNA tertsiaalstruktuuris Uksteise
lahedal ja moodustavad makroliididele ja teisteddgusiinteesi inhibeerivatele thenditele
sidumistasku.

Ka eubakteiDeinococcus radioturansbosoomi 50S alamihiku kristallstruktuuri analtusi
andmete jargi seondub erUtromitsiin peptidiil-fenassse tsentri lahedusse, olles
thenduses vaid 23S rRNAga, mitte aga ribosomaals#tadega (Schlunzest al, 2001).

MLS antibiootikumide seondumise jaoks on vajalike® S rRNA nukleotiidid A2058,
A2059 ja A2062 E. coli numeratsioon) (Joonis 3). Mitmed muudatused 23 SBA®R
naiteks A2058 metilatsioon, annavad resistentsd@sgi MLS grupi antibiootikumide
suhtes (Weisblum, 1995b). Kuigi suure osa polupdiptéljumise tunnelist moodustab 23S
rRNA, on néaiteks tunneli seina moodustumiseks ikajdlka teatud valgud. Tunneli kdige
kitsama koha moodustavad valgud L22 ja L4 (Nissteal, 2000).

A245]1

Joonis 3 Haloarcula marismortub0S subuhik ja dipeptidiitl-tRNA analoog A saidi3. 2 rRNA
nukleotiidid A2058, A2059 ja A2062E( coli numeratsioon), mis on olulilsed makroliidi
seondumise jaoks on naidatud rohelisena. Valgud ja4 L22, mis moodustavad
peptiiduiltransferaasse tunneli seina on ndidaasthvalt sinise ja kollasena. Punasega on naidatud
peptidulltransferaasse tsentri oluline nukleotii@4B1. Dipeptidilil-tRNA analoogi osad: N-
terminaalne fenddlalaniini jaak on punane, jargmideosiini jdAak on must ning tRNA A76 on
naidatud lillana (Tensoet al.,2003).
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MLS antibiootikumid, tokestades peptiidahela turstellabi mineku, p6&hjustavad
peptididl-tRNA enneaegset dissotsatsiooni ribostidivienninger & Otto, 1982; Otaka &
Kaji, 1975). Selline drop-off*’i juhtum toimub parast valgustlinteesi initsiatsipdtui
kasvava valgu peptiidahel on veel luhike. Makradigl pdhjustatud peptidudl-tRNAde
“drop-off’ voiks pbhjustada vabade tRNAde varu ammendumigj see voib tdendoliselt
viia valgustnteesi inhibitsioonini (Heurgue-Hamatdal, 1996; Heurgue-Hamaret al,
2000; Lovmaret al, 2004; Ontiverot al, 1997; Tensomet al, 1999).

Makroliidide juuresolekul sinteesitud oligopeptildi pikkus varieerub sdltuvalt
laktoonringi C5 positsiooni kilgahela ulatuvusestptdiiltransferaasse keskuseni.
Erttromatsiin, millel on laktoonringi C5 positsiadtilgahelaks vaid monosahhariid, lubab
moodustuda pikematel peptiidahelatel kui makrdijdimillel on C5 positsioonis
disahhariid (Tensogt al, 2003).

Joonis 4 Makroliidide sidumissait. Peptiidi véljumise twinon kujutatud halliga ning kasvav
peptiid oranziga. Ribosomaalne RNA on valge jasitoaalsed valgud helesinised. Mustad nooled
osutavad peptidtdltransferaassele keskusele jdidiegdljumise tunnelile, kuhu on seondunud
makroliidid (punane). Rohelised aatomid on makdidiéga seonduvad alused (Hanssnal,
2002).
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On naidatud, et peptidutltransferaasse keskus#ifasi@tikumide seondumiskoha vahelise
kauguse ning antibiootikumidest tingitult ribosotindissotseerunud peptiditl-tRNAde
peptiidi pikkuse vahel on positiivne korrelatsioédmtibiootikumi ja peptidudltransferaasse
keskuse vaheline kaugus on kdige liilhem josamiijaiitis (4,2 A), spiramiitsiini jaoks 7 A
ning veel suurem eritromitsiini puhul (10,6 A). ®winutsiin  pdhjustab 6-8

aminohappejaagi pikkuste peptiduul-tRNAde disssetsahi ribosoomilt. 16-aatomilist

laktoonringi sisaldavad josamutsiin ja spiramutspihjustavad 2-4 aminohappejaagi
pikkuste peptiduil-tRNAde dissotsatsiooni (Tensbal, 2003).

1.1.2 Bakterite resistentsusmehhanismid makroliidde antibiootikumide vastu

Resistentsus tdhendab bakterite vOimet vastu \dadehntibiootikumide toimele.
Resistentsus paljude antibiootikumide vastu om#&girobleem inimeste tervishoius. Kolm
pdhilist MLS antibiootikumide vastast resistentsushhanismi on:

1) Ribosoomi ravimit seondava saidi modifikatsioon

2) Antibiootikumide valjavool Uhendatud valismembraanadala permeaablusega.
Gram-negatiivsetel bakteritel, kaasa arvatéd colil on erinevalt Gram-
positiivsetest bakteritest kaks rakumembraani -tofddsmaatiline membraan ja
valismembraan, mis on Uksteisest eraldatud pen@aslise ruumiga. Gram-
negatiivsete bakterite valismembraan on efektiitad@stus nii htdrofiilsetele kui
hiadrofoobsetele Ghenditele (Lomovskayaal, 2007).

3) Antibiootikumi enstimaatiline inaktivatsioon, misrea resistentsuse struktuurselt
lahedastele  antibiootikumidele. Esteraasid ja fesferaasid annavad
eratromadtsiini ja teiste 14- ja 15-liikmeliste makidide vastase resistentsuse,
kuid ei anna resistentsust linkosamiididele. Lirdgdide vastu annab
resistentsuse linkosamiidi nukleotidutltransferaasda kodeerivadlnu(A) ja
Inu(B) geenid vastavalt staflilokokkides [nterococcus faeciums (Leclercq,
2002).
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Umbes poolte meditsiinis kasutatavate antibiootiidenpdhiline funktsioon on inhibeerida
valgusunteesi bakteri ribosoomidel. Tanu resisetatpatogeenide tivede levikule on
makroliidide kasu meditsiinis vahenenud. Ribosoamodifikatsioonid on saavutatud
spetsiifiliste  nukleotiidide  modifikatsiooniga 23SrRNAs  spetsiifilise  Erm
metUultransferaasi poolt vOi mutatsioonidega 238IAR ja L4 ja L22 ribosomaalsetes
valkudes (Gabashvikt al, 2001; Nget al, 2002; Tait-Kamradét al, 2000).

Uhe resistentsusmehhanismina on naidatud olevat 23 rRNA V domaani
peptidudltranseraasses ringis toimuvad mutatsioona posttranskriptsioonilised
modifikatsioonid (Hansewt al, 1999). Resistentsus tekib tihti nukleotiidi A2088 coli
numeratsioon metileerimise tottyVester & Douthwaite, 2001), mis on kd&ige olulisem
positsioon ribosoomiga seondumiseks nii 14- kuilBaaatomilise tsikliga makroliidide
jaoks (Schlunzeet al, 2001).

Erm (erythromycin ribosome methylgsegeenide perekond kodeerib 23S rRNA
dimetldltransferaasi, mis pohjustab 23S rRNA 20%#nani metdlatsiooni K. coli
numeratsiooni stisteem) ning makroliidide seondumipesoomiga on seetdttu takistatud
(Weisblum, 1995b).Erm mehhanism annab resistentsuse koigile 14- ja kbwilise
ringiga makroliididele ja kui metilaasi enstimidetakse konstitutiivselt, siis viib see ka
16-liikmelise ringiga makroliidide ja teiste MLS t#nootikumide vastasele resistentsusele.

Seega, resistentsus VvOib olla kas konstitutivne widutseeritud. Indutseeritava
resistentsuse puhul toodab bakter inaktiivset mRNAilelt mettlaasi stinteesi ei toimu.
MRNA muutub aktiivseks ainult induktoriks oleva malkdi juuresolekul. Induktsioon on
seotud translatsioonilise atenuaatori olemasolekog#tlaasi erm geenist Ulesvoolu.
Induktsioon toimub posttranskriptsionaalselt (Wkigsly, 1995a). Konstitutiivse
ekspressiooni puhul on metilaasi MRNA aktiivne hkduktori puudumisel. 16-aatomilise
tstikliga makroliidide seostumiseks on oluline vegkleotiid A2062, mille mutatsioon G-
ks muudab resistentseks paljud 16-aatomilised nhakdy kuid mitte 14- voi 15-

aatomilised makroliidid (Hansest al, 2002).
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Resistentsust pohjustavad ka mutatsioonid ribosts®i@s valkudes L4 ja L22 (Arevaéd
al., 1988; Weisblum, 1995b). Peptiidtransferaasnetéseknosneb RNAst ja katalttsib
peptiidsidemete moodustumist valgu elongatsioooksgal (Nisseret al, 2000). L22 ja L4
paiknevad peptidutltransferaases tunnaliglgud L4 ja L22 interakteeruvad Uksteisega,
seostudes 23 S rRNA 5"-otsa laheduses domaanidé¢galll assotseeruva 23S rRNA
jarjestusega (Herold & Nierhaus, 1987). Muudatusexhdes valkudes pdhjustavad
resistentsuse erdtromutsiini suhtes paljudes baktiteks E. coli ja Bacilluse tivedes
(Chittum & Champney, 1994; Schniet al, 1990).

On leitud erinevaid L4 ja L22 mutantseid baktergsid. Naitkes on leitud resistentne L4
mutant, kus on toimunud A transitsioon G-ks 63.dards ehk Lys muutus Glu-ks valgus
ning L22 mutant, kus on toimunud 9 bp deletsioorma&dab koodonid 82-84,
elimineerides valgust jarjestuse Met-Lys-Arg (Arevat al, 1988; Chittum & Champney,
1994; Weisblum, 1995b). Taolisi resistentsust pstajvaid valkude L4 ja L22 mutatsioone
on leitud teisigi.

Valkude L4 ja L22 modifikatsioonidest tulenev résigsus to6tab kahel viisil: takistades
ravimi seondumist (L4) vOi neutraliseerides sidwmesekti (L22). L4 valgu mutatsioonid
ahendavad tunneli avause diameetrit nii, et makioseondumine on takistatud. L22
mutatsioon pdhjustab tunneli avause suurenemisttnditinteesitav peptiid mahub sealt labi

isegi siis, kui seondunud on ka makroliidi molei@hbashviliet al, 2001).

Ravimi valjavoolu transporterid vdhendavad rakugtisavimi kontsentratsiooni, andes

seelabi rakkudele ravimiresistentsuse.

Aravoolu teel toimuv resistentsus on leitud kliggllt markimisvaarsetest patogeenidest,
naguS. pneunomanie, S. pyogenasenamikust teistest Gram-negatiivsetest bakstrite
Kaks pohilist valjavoolu pumpa on Mef — Gram-pag#etes bakterites ning AcrAB-TolC
—Haemophilus influenzga E. coli's (Gram-negatiivsetes bakterites) (Zhong & Shage
2000). Valjavoolu teel toimuvast ravimiresistentssugkkimisest tuleb juttu jargnevas

peatikis
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1.2. Valjavool ja MDR ehk mitmeravimi resistentsus

Valjavool on mehhanism, mis tagab rakule kahjulkeete ja antibiootikumide rakust valja
pumpamise. Moned véljavoolu stisteemid on spetsefil vaid Ghele substraadile, kuid on
ka laia spetsiifikaga valjavoolu pumpasid. Viimasegdnspordivad rakust valja palju
erinevaid ained. Selliseid pumpasid nimetatakse MpiRnpadeks ehk mitmeravimi
resistentsuse pumpadeks. Valjavoolupumpad voivda kddeeritud nii kromosoomilt
(MDR valjavoolupumbad) kui ka plasmiidilt (néitekst geenid). Seega voib valjavoolu
teel toimuv resistentsus olla vastavalt loomulilaritane v6i omandatud valjastpoolt. Tanu
viimati mainitud geneetilistele elementidele on teaitel voimalik valjavoolu pumpade
geene levitada ka teistele bakteritiivedele. Lodwmiili omaste valjavoolupumpade
mutantsetes tlvedes voib antibiootikumiresistentak&ida naiteks valjavoolupumpade
valkude Uleekspressiooni tottu. Lopptulemuseksem) st antibiootikumi kontsentratsioon

raku sees vaheneb ning bakter on selle antibiawoiikuhtes vahem tundlik.

Resistentsus paljude ravimite vastu on enamjadifusdatud transporteritest, millel on lai
spetsiifika laia ringi keemiliselt mitte seotud dlége vastu, mis putavad kinni ja
pumpavad rakust vélja keemiliselt vaga erinevaiéndleid, vahendades sellega nende
rakusisest kontsentratsiooni (Zgurskaya & Nikai#@Q0b). Sellised véljutatavad thendid
on naiteks antibiootikumid, herbitsiidid, inimeseuhpl v&hi kemoterapeutikumid.
Multiravimi transporteritel, olgu need parit kas katiiootsetest vdi prokariiootsetest
rakkudest, on sarnane (kuid mitte identne) multEpiisus paljude lipofiilsete,
planaarsete molekulide vastu, mille molekulmasss&in kui 800 Da, tihti on need

Uhendid ka ndrgalt katioonsed (Joonis 5).

Antibiootikumiresistentsuse  suurenemise Uks olulineekkepdhjus on selliste
valjavoolupumpade olemasolu (Poole, 2001). Inime=®ishoius on MDRid tdsiseks
probleemiks, kuna méned nende substraadid on lidefti kasutatavad ravimid (Higgins,
2007). Naiteks annavad MDR pumbad Kliinilise resitsuse seenevastasele ravile ning
bakterites muudavad nad antibiootikumid ebaefedike (Lomovskayat al, 2007; Poole,
2005).
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Joonis 5 Multiravim transporterite substraadid. Kuigi mrdvim transporteritel on erinev
multispetsiifilisus, on nende substraatidel siisitiiseid omadusi: planaarsus, heterotsuklilisus,

lipofiilsus, molekulmass alla 800 Da ja tihti onedekatioonsed (Higgins, 2007).

Ebaefektiivsed on enamus antibiootikumide klass@t€ks makroliidid, oksolidinoonid,
lipopeptiidid, glukopeptiidid, rifamutsiinid ja €ptogramiinid) Gram-negatiivsete bakterite
vastu ning neid kasutatakse ainult Gram-positizdskterite raviks. Gram-negatiivsetel
patogeenidel on loomuomaseid reistentsusmehhangatjade antibiootikumide vastu.
Naiteks tavalise haiglast saadava, paljusid eluohtlikkeektdioone tekitav patogeen
Pseudomonasaeruginosa (Rello, 2005), oli ravitav vaid monega 160-st owses
kasutatud antibiootikumist.

Informatsiooni erinevate multiravim transporteritéomehhanismide kohta annavad
struktuuri- ja biokeemilised andmed. Esimene hisjieldatud multiravim transporter oli
imetaja P-glukoproteiin (Leonardt al, 2003), mis muudab tuumori rakud vahivastases
just viimasel ajal avaldatud struktuurid annavadreps Ulevaate transporterite

todmehhanismidest.

Nuudseks on lahendatud nelja erineva transportetiperperekonna liikkme
kristallstruktuurid:
1) ABC perekond (ATP-seondav kassett: Savli@éphylococcusst ja imetaja P-

glukoproteiin)
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2) MFS perekond (peamine abistaja superperekond: Emddli'st)
3) RND perekond (resistentsus-nodulatsioon-raku jagume AcrBE. coli’st)

4) SMR perekond (vaike multiravimi resistentsus: Er&rEeoli’st)

Olulisemad ja enam kirjeldatud neist neljast tramspite perekonnast on ABC perekond ja
RND perekond. Pikemalt on kaesolevas to0s kirjeldld@ND perekonna esindajat ning
temaga seotud membraanivalke TolC-d ning AcrA-d.

1.2.1 RND transporter AcrB ning sellega seotud abatgud TolC ja AcrA

Valjavool on kdige efektivsem koostoos teiste stmitsusmehhanismidega. Enamus
Gram-negatiivsete bakterite resistentsusest madid#i suhtes kujuneb sinergiast
valjavoolu pumpade ning labi valismembraani toimus&imi aeglase sissetungi vahel,
kusjuures votmefaktoriks resistentsuse kujunemiselsiiski valjavoolupumbadSelline
koosto6 on vdimalik tanu ravimitransporterite umleele Ulesehitusele: pumbad
transpordivad ravimeid labi nii sise- kui valismeawadmnist. Kuna ravimid labivad
valismembraani aeglaselt, siis selline otsene @lawm eriti efektiivne resistentsuse
tekkeks.

Vaga oluline grupp valjavoolupumpasid pohineb kalsadisele Ulesehitusele, mille
koosseisus on valjumiskanaE.( coli TolC, Pseudomonas aeruginosaprM) (OMF),
energiat andev sisemembraani transporter [ressstemtodulatsioon-raku jagunemise
(RND) valgud] ja periplasmaatiline adaptorvalk e¢bktud ka kui membraani fusioonvalk
(MFP). Kdik komponendid on ainete transpordiks végjalikud.

Resistentsus-nodulatsioon-raku jagunemise (RNDguwhlon leitud nii prokartiootsetest
kui eukartiootsetest rakkudest ja neil on lai salslr sptsiifilisus ja flisioloogiline roll.
Need transporterid ei saa energiat mitte ATP seoms#st/hidrolidsist vaid prootonite
ligutamisest labi raku membraani vastu elektrokéishgradienti.
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Kbige paremini iseloomustatud RND valk da coli AcrB, mis annab resistentsuse
paljudele antibiootikumidele, erinevas suurusjar@gurskaya & Nikaido, 1999). Hasti on
uuritud AcrB-AcrA-TolC MDR kolmikpumba slsteeB. coli's. AcrB on sisemembraani
valk, millel on palju substraadi sidumise saiteaet tunda ja valjutada erinevate keemiliste
struktuuridega uhendeid. AcrB teeb koostddd ja eotiel valismembraani valgu TolC ja
membraani-fusioonvalgu AcrA-ga (Fralick, 1996; Rga001; Tikhonova & Zgurskaya,
2004). TolCon valismembraani valk, mis moodustab kanali, rmdgdda osakesed saavad
likuda |abi periplasmast ja valismembraanist. Oaidatud, etE. coli valgu TolC
puudumine annab dlitundlikkuse erinevatele inhibiiele, sealhulgas sapphappele,

detergentidele ja hiidrofoobsetele antibiootikun@del

TolC on seotud ka teistsuguste aktiivsustega, gkl kolitsiini impordi (Nagel de Zwaig
& Luria, 1967),a-hemolusiini sekretsiooni (Wandersman & Delepelair®@90) ja poriini
regulatsiooniga (Misra & Reeves, 1987; Morona & Vg 1982).

AcrA on lipoproteiin, mis paikneb periplasma regioonisgnkuulub MFP (membraani
fusioonvalgud) perekonda. Biokeemilised uuringudavad, et AcrA interakteerub AcrB-
ga (Zgurskaya & Nikaido, 2000a). Funktsioneeridesmoraani fusioonvalguna, thendab
ta AcrB ja TolC, et AcrAB-TolC sisteem saaks muwdjutada otse valiskeskkonda.
Arvatakse, et AcrA — | on peale membraanide fuseesel osalemise transpordil ka teisi

rolle, millest on vahe teada (Zgurskaya & Nikaid©99).

AcrAB-TolC véljavoolu pumpE. coli's annab resistentsuse laiale inhibiitorite ringites

on oma olemuselt hidrofoobsedcrAB-TolC osalebE. coli's lahustite (Whiteet al,
1997), varvide, detergentide ja lipofiilsete antibiootikid® nagu novabiotsiin,
erutromatsiin, fusiidhape (Zgurskaya & Nikaido, 999a kloksatsilliini (Nikaidoet al,
1998) resistentsuse ststeemis. Uleekspressioordl lgenereerib see siisteem resistentsust
ka paljudele uldiselt kasutatud antibiootikumidesgyu tetratsikliin (Okuset al, 1996).

AcrAB operon on identifitseeritud peate coli ka paljudest teistest organismidest. Naiteks
Haemophilus influenzasf, kus tkskfik kumma geeni, kasrA vdi acrB, inaktivatsioon

tostis tundlikkust makroliididele, varvidele, nagtiidium bromiid. AcrAB-TolC masin
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tootab ka Enterococcus aerugenes. Ka AcrAB l|dhedane homoloodseudomonas
aeruginosa MexAB annab loomuomase resistentsuse paljude Ilidigli oluliste
antibiootikumide vastu (Let al, 1994).

Lahendatud on AcrB atomaarne struktuur nii dksi dkamiet al, 2002) kui inhibiitoriga
seondunult (Yuet al, 2003). AcrB koosneb 12 membraani-ulatuwaheeliksiga
transmembraansest domaanist ja suurest periplasesit domaanist. Funktsionaalne
transporter koosneb kolmest protomeerist, seeg&oompleksis kokku 36 membraani-

ulatuvata-heeliksit.

Trimeerne AcrB koosnheb kolmest membraaniga pata#iee kihist: transmembraanne
domaan, ,pakikandja” doméén ja TolC-ga seonduv domn{doonis 6 A) (Murakanet al,
2002; Murakami & Yamaguchi, 2003). Substraati seentsku on olemas iga protomeeri
.pakikandja” domaanis. Selles domaanis on funktsadselt oluline heeliksite kimp —
kesksed heeliksid, mis koosneb kolmesteeliksist igas protomeeris. “Pakikandja”
doméaan koosneb neljast subdoméénist — PN1, PN2, jJREC2, mis on pakitud-
lehtedeks Umbritsema mahukat taskut (Joonis 6 Blrgkbmi et al, 2002). AcrB
kristallstruktuuride (ka minotsukliini ja desoksbitsiiniga seotud AcrB kristallstruktuur)
kohaselt on ravimite sidumise 00nsus periplasnsesil domaanis. See 00nsus on
aaristatud hudrofoobsete ja aromaatsete aminolggefeomaatsed aminohappe jaagid,
Phel36 ja Phel78 (PN2) ja Phe610, Phe615, Phe6Rfie@28 (PC1), vbivad seonduda
hidrofoobsete vbi aromaatne-aromaatne interaktglega ravimi molekuliga (Joonis 6 B).
On ka moned polaarsed jaagid, GInl76 ja Asn274, wiivad ravimi molekuliga
moodustada vesiniksidemeid ning aitavad neutrald@ekatioonsete ravimite laengut
(Murakamiet al, 2006).

20



a "Vastuvoft"

TolC-ga seonduv
domddn

Sissejuhatav osa

'Pakikandja"

Sisenemine domaan

Periplasma

Transmembraanne

Membraan domaan

____________

Tstitoplasma

"Ekstrusioon"

Joonis 6 AcrB-minotsuikliin kompleksi struktuur. Kolm AcrBrotomeeri on eraldi varvitud
(sinine, punane, roheline). Seondunud substraatotsiiklin on naidatud periplasmaatilises
domaanis varviliste kuulidena ning on esindatuddvidhes monomeeridA. Vertikaalne vaade
membraani tasandi suhtes. Naidatud on umbakaudnmbraani kaksikkihi paiknemine.
Periplasmaatiline pool on lleval ja transmembraaregoon all (Murakamiet al, 2006). B.
Véljalbige “pakikandja” domadaanist. Paralleelne wmadnembraani tasandi suhtes. Kolm
periplasmaatilist domaani erinevad natuke struktupoolest. Naidatud on “seondumise”,
“vastuvotu” ja “ekstrusiooni” subihik. Fenuulalamijadgid, sealhulgas ka substraati siduva tasku
omad, on nédidatud kerade ja pulkadena. Ravim onigeb kujutatud oranzi varviga. Nooled
naitavad subdomaénide suhtlelist liikumist vorreld&gse seisundiga (Murakaetial, 2006).

TolC-ga seonduvas domaanis AcrB avaneb lehtrigalblning ulatub TolC otsani — AcrB
ja TolC seonduvad otseselt. AcrA struktuurid né&tivet AcrA Umbritseb TolC-AcrB
kompleksi.

Lahendatud on ka TolC kristallstruktuur (Koronakisal, 2000) ning see erineb teistest
valismembraani valkudest. TolC on pooritaoline rkale millele annavad kuju kaks
eraldiseisvat domé&ani, mille moodustatud struktteljepikkus on 140 A (Joonis 7). Sellest
struktuurist 100 A moodustab diameetirga 35 ddheelikaalse poori, mis ulatub

periplasmasse. Ulejadanud 40 A moodustab vélismembralatuva p-silindri. Seega
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valismembraanis olev segment koosnglahelatest, kusjuures siligavale periplasmasse
ulatuv regioon koosneb pdhiliseltheeliksitest. TolC nagu AcrB on trimeerne. Uks &an

ehk tunnel moodustub TolC trimeerist.

Joonis 7: TolC uldine ulesehitus. Protomeerid on eraldiitéd. -silinder paikneb Ulal ja-

heelikaalne domaan alumises osas (Koronetked, 2000).

Kuna TolC voGib paarduda paljude teiste transpdega peale AcrB, taidab ta tldist rolli ja

vahest voi ei mingit funktsiooni transpordi spdiissiuse vOi suunatundlikkuse méaramises.

On néaidatud, et TolC funktsioneerib ka AcrAB-sttsfilatult. TolC deletsiooniga tlved
olid tundlikumad kui AcrAB deletsiooni mutandid éfick, 1996).Need andmed néitavad,
et TolC vBib osaleda ka mdnes teises valjavoolesiisis. Naiteks on TolC peale AcrAB
valjavoolu susteemi ka EmrAB ravimi valjavoolusigste kolmandaks komponendiks
(Sulaviket al, 2001).

Sellest, et substraati-seondav sait paikneb penmatilises doméaanis, on oletatud, et
rakust valjutamiseks korjab AcrB ravimid ules meaami periplasmaatiliselt poolelt.
Varem arvati vanemate struktuuranalliliside pdhjaRceB transpordib ravimeid ka otse
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tsitoplasmast. Seda toetas ka asjaolu, et on ndidstthomoloogne valk AcrD transpordib

aminoglukosiide tsitoplasmast (Aires & Nikaido, 2P0

Ravimi ekspordi protsess toimub kolmes osas, kalsAgrB protomeeril on kolm erinevat
konformatsiooni: ,juurdepaas”, ,seondumine” ja ,Bksioon” (Murakamiet al, 2002).
Seega substraati ara tundvaid saite on kull kolnd kaid Uks sait on Uhel antud ajahetkel
okupeeritud substraadi poolt. Seda saiti nimetakssgndumissaidiks (Joonis 6 B). Teine
sait ehk ekstrusioonsait on periplasmas suletuid, &vatud TolC-ga seonduvas saidis, mis
naitab, et ta just vabastas substraadi rakustta#étjseks TolC-le. Selles saidis on ravimi
tasku vaiksem ja fentulalaniini kdrvalahelad joamd nii, et ravim ei saaks siseneda.
Kolmas sait ehk ligipaasusait on suletud TolC teepaolt, kuid avatud periplasma poole,

olles ilmselt valmis substraati vastu votma.

Kdik kolm periplasmaatilist domaéni votavad korda@mé@ omaks kdik kolm
konformatsiooni, viies substraadi I&bi periplasriiséd domaanide TolC teeratta ja rakust

valja.

Paljude antibiootikumide marklauad paiknevad pesplaatilises ruumis (naitek-
laktaamide marklauaks on raku seina komponenditkliBult resistentsuse tagamiseks
laiale antibiootikumide spektrile, peab aktiivneartsport neid transportima labi
valismembraani. Kuna vélismembraan pole voimeli@iétama elektrokeemilist gradienti
vOi tagama ATP juurdepdadsu vdi teisi energiat-amysotsesse, on vajalik, et energia
tootmiseks vajalikud valgud paikneksid tsutoplastitiaes membraanis. AcrB on ks
selliseid transportereid. Ravimi eksportimiseks @&erB-l vaja prootonite poolt
likumapanevat joudu (Thanasst al, 1997). AcrB on prooton-substraat antiporter
(Zgurskaya & Nikaido, 1999).
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"juurdepdads"

"seondumine"

D407 "ekstrusioon"

Joonis 8: AcrB transmembraanse domaani pinna struktuur vaadaperiplasmaatiliselt poolelt.
Kolm AcrB protomeeri on eraldi varvitud (sinine,rmane, roheline). Kolme funktsionaalselt olulise
laetud jaagi kalgahelad — Asp407, Asp408 ja Lys94a funktsionaalselt oluline jadk Thr978 on

naidatud kuulide ja pulkadena. Rooma numbrid nadatransmembraanse heeliksi numbreid

(Murakami et al., 2006).

Energia Ulekannet vahendab AcrB transmembraannei@omeriplasmaatilise domaani
konformatsiooniliste muutuste kaudu. Konformatsibein muutusi indutseeritakse

prootonite likumisega labi membraani vastu -elekdemilist gradienti. Prootonite

likumist vahendavad kolm transmembraanse domaaeiutl ja&ki (Asp407, Asp408,

Lys940) (Joonis 8), mis on konserveerunud kdigi Riikude seas ja on funktsionaalselt
vajalikud (Murakamiet al, 2002). Tanu konformatsiooni muutustele on voiknaéivimi

transport.
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1.3. Peptiduul-tRNA

Rakus esinevad vabad tRNAd enne slntetaasi reakisioaminoatsuul-tRNAd
valgusinteesil ja peptidiul-tRNAd sinteesi kaiguis rilnosoomidele seondununa, kui

erijuhtudel sealt vabanenunal{pp-off‘) (Caplan & Menninger, 1979).

Peptidudl-tRNAdel on ribosoomis kaks seondumiskobtane translokatsiooni ribosoomi
A/P saidis ja parast translokatsiooni ribosoomi $dRlis. Stabiilsemalt on peptiditl-tRNA
seotud ribosoomi P/P saidis. Normaalse valgustlinteeminatsiooni puhul htdrolttsib

estersideme tRNA ja peptiidijaagi vahel ribosoom.

Peptidutl-tRNAd vdivad ribosoomilt translatsioorifgus dissotseeruda. Vabad peptiduil-
tRNAd lagundatakse elujbulises bakterirakus peptid@NA hidrolaasi (Pth) poolt.
Normaalses rakus on vabade peptidull-tRNAd kontseswbon tavaliselt vaike ja

pdhjustatud juhuslikustdrop-off* ist transleerivatelt ribosoomidelt (Menninger, 1276

,Drop -off* 'iks nimetatakse peptidiil-tRNA dissotsieerumistosifmomilt translatsiooni
vigade tottu. Selline dissotsatsioon pdhjustab igapt-tRNAde akumulatsiooni. Vabad
tRNAd ammenduvad, valgusintees inhibeeritakse rseg peatab bakteriraku kasvu.
Vastavate tRNAde Uleekspressioon supresseerib iifipsets peptidiil-tRNA

akumulatsiooni ja toksilisuse (Cruz-Vera et al 2003

Peptidutl-tRNAde dissotsatsioon domineerib lihikesigopeptiide kandvate tRNAde
puhul, mis on tekkinud valgusinteesi esimeses alsmapnitsiklis vdi kui ORF on vaga
lUhike (Valadez et al, 2001). ,Drop-off“ i toimumise maar vaheneb margatavalt
oligopeptiidide pikkuse kasvades. Ule 5 aminohggpagiga valgu ahela puhullrop-off i
maar vaheneb (Heurgue-Hamaet al, 2000). See vobib olla tingitud asjaolust, et RF-2
sOltuv peptiidi vabastamine on vastastikuses stftes valgu pikkusega — efektiivsus

kasvab kui valguahel pikeneb (Heurgue-Hanwtrdl, 2000).

Peptidutl-tRNA akumulatsiooni mdjutavad terminatsio efektiivsus, peptditil-tRNA
»drop-off“i kiirus ribosoomilt ja Pth poolt kataltiiisitud hoditsi efektiivsus (Valadeet

al., 2001). Peptidudl-tRNA akumuleerub, kui peptidtRNA stinteesi maar jadgop-off*
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Uletavad terminatsiooni ja Pth hudroliidsi maarahérieb aminoatsileerumisvdimeliste
tRNAde kontsentratsioon ja suureneb vabade peptiRNAde tase (Cruz-Verat al,
2003).

Peptiditl-tRNAde enneaegne dissotsatsioon voib oldutseeritud antibiootikumide
(naiteks linkosamiidid, makroliidid) poolt (Menniag & Otto, 1982). Erttromutsiin,
karbomdtsiin, spiramutsiin stimuleerivad peptidtRNA dissotsatsiooni ribosoomilt
translokatsiooni kaigus (Menninger & Otto, 1982; rMager et al, 1994).
Antibiootikumid nagu makroliidid, linkosamiidid, reptogramiin B (MLS antibiootikumid)
tOkestavad kasvava peptiidi sisenemist ribosoonptijpgunnelisse. Edasine peptiidi
elongatsioon on inhibeeritud ja peptidiil-tRNA &eautee ribosoomist lahkumiseks on
»drop-off*. MLS antibiootikumidel ja kasvaval peptiidi ahelah ribosoomis kattuv
sidumiskoht. Peptiidi ahela kasvamisel ile teatudilise piiri peptiduul-tRNA afiinus
ribosoomile kasvab ja antibiootikumid pole vdimetiskonkureerima sidumiskoha parast
(Tensonret al, 2003).

Peptidutl-tRNAde suurenenud dissotsatsiooni mabekdipohjuseks on ka aminohapete
nalg. Aminohapete nalja korral kasvab translatsicoissensevigade arv — sobimatud
aminoatsuil-tRNAd loevad “nalgivaid” koodoneid jaiogutseeritakse vigu sisaldavaid
peptiditl-tRNAsid. Caplan ja Menninger 1979 on paikkd “ribosoomi toimetamise”
hipoteesi, mille jargi vigased peptidiil-tRNAd sdisseeruvad ribosoomilt suurema
tbendosusega.  AminoatsUul-tRNA  valepaardumisest gittith vead  tuntakse
translatsiooniprotsessis ara ning vigased peptitRINAd eemaldatakse ribosoomilt.

Viimast protsessi nimetatakse toimetamiseks (CaRldMenninger, 1979).

Siiski on ,ribosoomi toimetamise“ hipotees kahtlale kuna vigaste peptiditl-tRNAde
eemaldamise protsessi energeetiline kulu oleksleadwurem kui elada vigadega (Kurland
& Ehrenberg, 1985). Erinevad isoaktseptoorsed tRNAi/ad dissotseeruda erineval
maaral (Dincbastal 1999). Naiteks fMet-Phe-tRNA®on kiiresti dissotseeruv.

Peptididl-tRNAde dissotsatsiooni kiirus ribosoonsidiltub transleeritavatest koodonitest.

LUsiini, treoniini, asparagiini tRNAde perekonnadumuleeruvad kiiremini. Glatsiini,
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leutsiini, tsUsteiini koodonitele vastavad tRNAduatuleeruvad aeglaselt (Cruz-Vesa
al., 2003). tRNAY® soodumus grop-off*” iks v6ib olla seotud ebatavalise antikoodonlingu
konformatsiooniga (Heurgue-Hamaet al, 1996). Selle liigi tRNAde Uleekspressioon
plasmiidilt supresseerib Ptg( temperatuuritundlikuse, kusjuures teiste tRNAKidie

Uleekspressioon efekti ei oma (Heurgue-Hansdral, 1996).

Peptiduul-tRNAde drop-off* ribosoomilt pole taielikult spontaanne juhtum,dsadib olla
katallitisitud valgusiinteesi faktorite poolt (RRF3REF-G; 2, IF1, IF2) poolt (Dincbas
al., 1999).

1.4 Peptidutl-tRNA hidrolaas

Vigase valgusinteesi kaigus dissotseerub ribosoqueiptiditil-tRNA molekule. Nende
enneaegselt ribosoomilt vabanenud peptiduil-tRNgtisikleerimiseks on vajalik enstim

peptiditl-tRNA hidrolaas.

Peptiduul-tRNA hudrolaa@Pth: EC 3.1.1.29) hddrolldsib estersidemeid péptijaagi ja
tRNA vahel.

Pth omab kan vitro hudroludtilist aktiivsust: muudab peptiditl-tRNAdivN-atsetutl-
aminoatsuil-tRNAd vabadeks tRNAdeks ja peptiididebisN-atsetiil-aminohapeteks. Iga
N-blokeeritud aminoatsiiiil-tRNA on Pth substraadiidja arvatud fMet-tRNA™, mille
suhtes Pth aktiivsus on vaga madal (Dwkal, 1993). Substraadiks pole ka aminoatsuul-
tRNAd ja ribosoomile seondunud peptididl-tRNAd (Marger, 1976).

Pth normaalne funktsioneerimine on eelduseks ndsal@avalgusinteesile (Menninger,

1976). Pth tbkestab dissotseerunud peptiditl-tRNAKemulatsiooni, mis inhibeeriks

valgusunteesi. Pth oluline funktsioon on tRNAdestaatmine, sest sageli kasutatavate
tRNAde nalg voib inhibeerida valgu biostinteesi (Hgie-Hamarcdet al, 1996).
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1.4.1 Pth mutandid

1.4.1.1 Pthtap)

Pthap) valgu spetsiifiline aktiivus on madalam kui Rtt) valgu aktiivsus, kuid Pthép)
ja Pth{vt) stabiilsused on vorreldavad (Cruz-Vetaal, 2000).

Pthfap) mutandis on Argl133 muteerunud histidiiniks. Ar§18n (ks kahest positiivselt
laetud aminohappejaagist, mis interakteerub pephHtRNA 5 fosfaadiga (Schmitét al,
1997). Norgenenud interaktsiooni tRNA 5’ fosfaadigampenseerib pikem peptididil-
tRNA peptiidiahel. Pthft) efektiivsus fMet-Lys-tRNA’® hiidroluiisimilsel on 75 korda
kdérgem kui Pthiap) puhul, aga oktapeptidutl-tRNA puhul jaab Rit)(efektiivsus vaid 10
korda kérgemaks (Heurgue-Hamaatdal, 1996; Heurgue-Hamaret al, 2000).

Pthfap) mutant ei vbimalda bakteriofadg vegetatiivset kasvu. Faagi mutandid, mis on
vOimelised kasvama sellises bakteris sisaldavadatsiobni bar lookuses paiknevas

minigeenis (Valadeet al, 2001).

1.4.1.2 Pth{s)
Pth(Ts) mutant on temperatuuritundlilEe. coli tivi. Pth{Ts) valk on in vivo vaga

ebastabiilne nii mittepermissiivse (48) kui ka permissiivse (38C) temperatuuri juures,
kuid tema spetsiifiline aktiivsus on vorreldav nieislipi ensttimiga (Ptit)). Pth(T
kontsentratsioon on madal juba%®Djuures, kuid langeb veelgi 43 juures (Cruz-Verat
al., 2000).

Temperatuuri-tundliku Pth fenotttbi tekke eest widi Gly100 mutatsioon asparagiiniks.
Ebastabiilse rakulise Pfig) valgu kontsentratsiooni suurendavad: geeni ka@opiatous ja
tleproduktsioon, mis vdimaldavad raku kasvu mittapssiivsetel temperatuuridgh vivo
ebastabiilne PtA{9 valk toetab raku kasvu vaid siis, kui tema kontsssioon on korge,

voimaldades valgusinteesi (Cruz-Vetaal, 2000).
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1.4.2 Pth substraadid

Pth(Ts) tlive viimisel kdrgesse temperatuuri (juurde), toimub jarsk peptiditl-tRNAde

fraktsiooni suurenemine. Need akumuleerunud tRNAekdid ei aktsepteeri aminohapet
tavalises aminoatsileerimisreaktsioonis, sest amsiidl-tRNA suntetaasi to0tamiseks
vajalik terminaalne (2°, 3°)-OH grupp on esterdigsitud peptiidi jadgiga suhteliselt
stabiilse ester-sidemega, mis pole atakeeritavavasaminoatsiil-tRNA stlintetaasi poolt.
Aminohappe aktseptoorne aktiivsus on maskeeritudi laktiivse Pth-ga t66tlemiseni.

Parast Pth tootlust oli tRNAsid vdimalik aminoatsgiida (Menninger, 1976).

Pth interakteerub tRNA aktseptor linguga analodg&#t-Tu-ga (Fromatet al 1999.
Aminoatsuul-tRNA &ra tundmiseks EF-Tu poolt on likjd -terminaalses CCA jarjestuses
C nukletotiidi olemasolu. Kui 3’-terminaalne CCA HQarjestuses muuta & U-ks,
vaheneb aminoatstul-tRNA afiinsus EF-Tu-le (Jods Bisulfit-modifitseeritud fMet-
tRNA™eLd, millest 70-80% sisaldasid CUA-OH hudroliilisimikiérus Pth poolt on
vorreldav  modifitseerimata  fMet-tRNY®  [Gikamiskiirusega.  Jarelikult €&>Uzs

modifikatsioon omab vaikest v6i ei oma efekti fMBINA™®' hidroluisi kiirusele

(Schulman & Pelka, 1975).
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Joonis 9 C konversioon U-ks bisulfit-modifitseeritu#l colitRNA™®* molekulis (Schulman &

Pelka, 1975).
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Peptidul-tRNA hadrolldsiks on vaja peptidudl-tRN#&uktuurseid omadusi: aminohappe
L-konformatsioon, vahemalt Ghe peptiidsideme olehas substraadi tRNA
aktseptorheeliksi 1-72 aluspaardumine, et tépsefjuleerida tRNA 5’-fosfaat-grupi
positsiooni Pth aktiivtsentris (Schmét al, 1997; Schulman & Pelka, 1975).

EnsUmaatilist 16ikamist  h&lbustab 5’-terminaalsesfdadi olemasolu aluspaardunud
aktseptorheeliksi [5pus. 5 fosfaatgrupi eemaldanNretsetiil-fentitlalantitl-tRNA® voi
bisulfitiga modifitseeritud fMet-tRNA'™®" puhul, vahendab hudroliiiisi kiirust. 5'-
fosfaatgrupi eemaldamine modifitseerimata fMet-tRI§AIt selle tRNA hudroliisi

tasemele efekti ei oma (Schulman & Pelka, 1975).

Aktseptorheeliksi 1 ja 72 aluspaari vesiniksidergate@aardumine voi mittepaardumine

mojutab N-atsetlil-aminoatsuul-tRNAde hidrolitskéfvsust Pth poolt.

N-atsetiitil-metioniitl-tRNAX® (initsiaator tRNA) on mittetundlik Pth t66tlusehdas. See
on tingitud tRNAY®" nukleotidsest jarjestusest. N-atsetiiiil-metiortRNAM®
mittetundlikkus Pth suhtes ei s6ltu tRNAga estesgferitud aminohappest, sest N-atsetll-
metioniiiil-tRNA,"" (elongaator tRNA) on Pth-le heaks substraadiks. aga tRNAY®
keemiliselt modifitseerida Na-bisulfitiga, muutub-atsetuiiil-metioniitl-tRNA®" Pth-le
heaks substraadiks. Bisulfiti toime} @ahetatakse U vastu ja vdimaldab aluspaarduda A
nukleotiidiga, mis on Pth aktiivsuse kasvu pohj@ehulman & Pelka, 1975). 1 ja 72
aluspaari mittepaardumine initsiaator tRNA —is seletab Pth vaikest aktiivsust N-atsetiilil-
metioniiil-tRNAY® vastu (Dutkeet al, 1993).
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2. TOO EESMARK

Kéesoleva t00 eesmargiks oli vaadelda kahte aspekiroliidide pdhjustatud bakterite

kasvu inhibitsioonis:
1) peptiditl-tRNA kuhjumise rolli;

2) resistentsusmutatsioonide ja membraanipumpade drmabsia funktsionaalseid
seoseid (ribosoomivalkude L4 ja L22 ning membraamipa valkude TolC ja AcrB

naitel).
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3. MATERJAL JA METOODIKA

3.1 Bakterittived ja plasmiidid

Eksperimentide labiviimiseks kasutdfischerichia colitiivesid C600 thr-1 leu-6 thi-1
SUpE44 tonA lacY)1 C600¢ap) (pth (rap) zch::Tnlp (Guarneroset al, 1987), MG1655
(F- A-ilvG- rfb-50 rph-1), erGtromutsiiniresistentsed MG1655 ribosoomiudik mutandid:
L4ery}(Lys63Glu),AL4ery¥(A63-63), L22er{i(A82-84)(tehtud Vladimir Vimberg'i poolt).

Kaesolevas t60s kasutatud plasmiidid:

e pKD46 - Redhelperplasmiid (Datsenko & Wanner, 2000)

e pKD13 (Datsenko & Wanner, 2000)

e pUCpth — pUC19 plasmiidi baasil valmistatud ekspressioonstarkt Pth valgu
Uleekspressiooni analtitisimiseks (Dugtal, 1993).

e pUC19 - Sisaldab ampitsillini resistentsusgeeniaktbriaalset origin’i ja
unikaalseid restriktaaside ldikamiskohti kloneesenjaoks.

3.2 So6tmed ja kemikaalid

Baktereid kasvatati temperatuuridel 3 ja 30 °C. Vastavalt bakteritlivele ja
resistentusmarkeritele lisati s6otmesse antibiootdc ampitsilliin (I6ppkontsentratsioon
100 ug/ml) (Balkanpharma-Razgrad AD), kanamutsiin (Ioppisentratsioon 2pg/ml)

(Sigma), erutromutsiin  (I6ppkontsentratsioon 50g/ml) (Amresco), tetratsukliin

(Idppkontsentratsioon 25%9/ml).

Transformatsiooni selektsioonil kasutati ampitisilli eritromutsiini vastavalt 100g/ml ja
50 pg/ml ning kanamiitsiini-resistentsed (Rmtransformandid selekteeriti 2&g/ml

kanamutsiini sisaldaval LB-agarsd6tmel.
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e Luria-Bertani (LB) vedelsttde (10 g/l triptoonigB parmiekstrakti, 10 g/l NaCl)
(Sambrook & Russell, 2001).

e LB tardsoode, mille saamiseks lisati LB vedelst@see agarit 1,5 %-lise
l6ppkontsentratsioonini (Sambrook & Russell, 2001).

e M9 sbdde: mineraalainete segu M9 5-kordne kontaah{64 g NgHPO,*7H,0, 15
g KH,PO,, 2,5 g NaCl, 5,0 gNH,4CI, vesi kuni 1 liitrini) 20 ml, 40% glikoosi 0,5
ml, mikroelemendid 25Ql, sdltuvalt katsest ka aminohapped 400vesi kuni 1
liitrini.

e SOB st6de: (Sambrook & Russell, 2001).

e SOC so0de: SOB + 20 mM glikoos

Induktsiooniks kasutati L-arabinoosi kontsentraigib2 mM. PCR-i testidel kasutaliaq
polimeraasi (Fermentas). Kloneerimiseks ja mutaggke kasutaflTaqgja Pfu (Fermentas)
10:1 segu vastavallagkasutusjuhendile. PCR reaktsiooniks olid veel viaja dNTP,
PCR puhver (NEHSOQy),+;MgCl,-), BSA, MgCh (Fermentas). Oligonukleotiidid on parit
firmalt DNA Technology A/S (Taani). Elektroforeegidsutati TAE puhvrit (40 mM Tris-
atsetaat, 1 mM EDTA).

3.3 Aparatuur

Tsentrifuugimiseks kasutati Eppendorf Centrifugé™ tsentrifuugi.
Kontsentratsioonid mdddeti spektrofotomeetrilidsf (Thermo Electron Corporation).

Elektroporatsioonil kasutati Biorad elektroporadtor

3.4 PCR

PCR viidi labi firmaFermentasgeagente kasutades ning tootja poolt soovitatotbkolli
jargides. Geeni eemaldamiseks vajaliku inserdi,akaitsiini geeni, amplifitseerimiseks
plasmiidilt pkKD13 korrati jargmist tsiiklit 30 kordaenaturatsioon 98C juures 1 minut,
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praimerite seondumine 5 juures 1 minut, ekstensioon %2 juures1 minut 30 sekundit;

ahelate taisstinteesimine 7€ 10 minutit. Kasutatud praimerid on toodud tabéli

Tabel 1. Deletsioonigatiivede valmistamisel kasutadupraimerid

Nimetus Jarjestus

tolC 5 AAT TTT ACA GTT TGA TCG CGC TAAATACTG CTT CAC
praimer 1| AAG GAATGC AAG TGT AGG CTG GAG CTGCTTC 3
(forward)

tolC 5 TTTACG TTG CCT TAC GTT CAG ACG GGG CCG AAG CcCC
praimer 2| CGT CGT CAT CAATTC CGG GGATCCGTCGACC 3
(reverse)

acrB 5 TGC TCA GCC TGA ACA GTC CAAGTC TTAACT TAA ACA
praimer 1| GGA GCC GTT AAG ACG TGT AGGCTGGAGCTGCTTC ¥
(forward)

acrB 5 ATG CAT AAA AAA GGC CGC TTA CGC GGC CTT AGT GAT
praimer 2| TAC ACG TTG TAT CAATTC CGG GGATCC GTC GACC 3
(reverse)

Geenideletsiooniga ttuvede Oigsuse kontrollimiseksnde tlvede genoomselt DNA-It
amplifitseeriti DNA fragmente korrates jargmist kBti25 korda: 95 °C 1 minut, 55 °C 1
minut; 72 °C 1 minut; ahelate taissinteesiminé 25 minutit. Kasutatud praimerid on
toodud tabelis 2.
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Tabel 2. Geenideletsiooniga tiivede digsuse kontrollimigés tkasutatud praimerid

Nimetus Jarjestus

tolCright: | 5" ATG GCT GGT CGA AAT TGAAG 3

tolCleft: 5 CTT GAC CAC AAG GAATGC AA T

acrBright: |5 CTT ACG CGG CCT TAG TGATT 3’

acrBleft: 5 AGT GGC TGG TGA CAG AAGGT &

K1: 5 CAGTCATAG CCGAATAGCCT &

K2: 5 CGG TGC CCT GAATGAACTGC &

PCR fragmentide pikkused:
Kanamudtsiini resistentsusgeeni pikkus 1257 bp.

Kanamdtsiini resistentsus geeni pikkus, amplifitdeea acrB geeni valjalllitamiseks
konstrueeritud praimeritega, on 1467 bp ja ampéfritunatolC geeni valjalilitamiseks

konstrueeritud praimeritega, on 1383 bp.

tolC geeni pikkus amplifitseeriturtalC geeni valjalllitamiseks konstrueeritud praimerdteg
on 1568 bptolC geeni asendumist kanamutsiiniresistentsusgeenmardiliti tolC geeni
3’ja 5" otstest vélja poole jaavatele alatele kemgntaarseid jarjestusi sisaldavate

praimeritega: praimerid tolCright ja tolCleft. DN#odukti pikkus 1594 bp

Kanamutsiini resistentsusgeeni sisene praimer Kibl{aright: DNA produkti pikkus 507
bp. Kanamdutsiini resistentsusgeeni sisene prair2gaKolCleft: DNA produkti pikkus 653

bp.

acrB geeni pikkus amplifitseeritunaacrB geeni valjalilitamiseks konstrueeritud
praimeritega on 3218 bpacrB geeni asendumist kanamdutsiiniresistentsusgeeniga
kontrolliti acrB geeni 3’ja 5  otstest valja poole jaavatele almdeimplementaarseid
jarjestusi sisaldavate praimeritega: praimerid aghg ja acrBleft. DNA produkti pikkus
3331 bp
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Kanamudtsiini resistentsusgeeni sisene praimer Kdci@right: DNA produkti pikkus 431
bp. Kanamditsiini resistentsusgeeni sisene prainfejakacrBleft: DNA produkti pikkus
813 bp.

3.5 Elektroforees

PCR-i fragmentide analtusimiseks kasutati elekessr 1x TAE (TRIS/atsetaat/EDTA)
puhvris, 1 %-lises agaroos-TAE geelis, mis sisalD&A visualiseerimiseks 0,pg/ml
etiidiumbromiidi. 20ul PCR segule lisati 4l 6 kordset foreesi varvilahust (Fermentas).

Elektroforeesiti pingel 100 V.

Molekulmassi markeriks kasutati 1 kb Ladder ja pBBdul markerit (Fermentas).

3.6 PCR fragmentide puhastamine

PCR-i fragmentide geelist puhastamiseks kasutati Blo Ultra Clean™ 15 DNA
Purification Kiti. PCR produktile lisati 3 osélltra Salt puhvrit (1pl 1 mg kohta). Lisati
Ultra Bind maatriksit 5ul + 1 pul iga oodatavaig DNA kohta. Saadud lahust inkubeeriti
pidevalt segades 5 minutit toatemperatuuril ja ttffemgiti seejarel lauatsentrifuugiga
(Heraeus Biofuge Pigdl3 000 rpm 5 sekundit. Eemaldati supernatant saug lahustati 1
ml Ultra Wash puhvris, seejarel tsentrifuugiti 13 000 rpm 5 gektu Eemaldati
supernatant ja tsentrifuugiti uuesti 13 000 rpmekusdit, eemaldades seejarel viimased
pesulahuse jaagid. Sade lahustati kasutatud DNAriksiakogusest 2 korda suuremas
mahus HO-s ning seejarel inkubeeriti toatemperatuuril Butit, et DNA maatriksi kiljest
vabaneks. Maatriks eraldati tsentrifuugides 13 @®® 1 minut ning DNA'd sisaldav

vesifaas kanti Ule uude tuubi.
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3.7 KompetentseteE. coli rakkude valmistamine
E. coli C600, C600fap), MG1655, L4er§, Aldeny’, L22ery® kompetentsed rakud

valmistati CaCGl meetodil:

Varskelt LB-agaroosplaadilt kilvati Uksikkolooni8ivedelsddtmesse ja kasvatati Uledo.
Uledokultuurist inokuleeriti 100 korda lahjendatbakterirakukultuur LB-vedelsé6tmesse.
Inkubeeriti 37 v6i C6006ap) puhul 30°C juures 220 rpm loksutil kuni kultuuri OD (A550
nm) on ligikaudu 0,5. Rakud kanti tsentrifuugi tujétsentrifuugiti 4°C juures 10 minut
5000 rpm. Eemaldati s66tme jaagid. Rakud suspemidéenalt 1/2 kultuuri mahus
jaakulma 0,1 M CaGlja tsentrifuugiti 4°C juures 10 minut 5000 rpm. Eemaldati s66tme
jaagid ning resuspendeeriti ¥4 kultuuri mahus ja&leiD,1 M CaCl hoiti jdal 20 minutit.
Tsentrifuugiti 4°C juures 10 minut 5000 rpm. S66de eemaldati nikgdaesuspendeeriti

1/20 kultuuri mahus jaakilma 0,1 M CaCRakke hoiti tiledo jaal + % juures.

3.7.1 Kompetentsete rakkude kilmutamine

Bakterirakukultuurile lisati sailitamiseks steréts50 % glutserooli I6ppkontsentratsioonini
15 %. Rakud kilmutati ja sailitati -7C juures.

3.8 Transformatsioon

E. coli C600, C600@p), MG1655, Lder§, ALdeny®, L22ery® kompetentsed rakud
valmistati CaCl meetodil. JAal hoitud kompetentsetele rakkude#ilil plasmiidset DNAd
(pUC19 ja pU@th C600 ja C60G@p) ning pKD46 MG1655, L4eR; AL4eny?, L22ernf
puhul) ja inkubeeriti 30 minutit ja&l. DNA rakkussistamiseks kasutati kuumasSokki (42 °C
45 sekundit). Parast seda jahutati rakud 1 mimatkgul j&l ning turgutati 10 minutit 200
pl LB sd6tmes toatemperatuuril. Seejarel plaadikususpensioon antibiootikumi (Amp
100 ug/ml) sisaldavatele LB tardstdtme tassidele, M4, L22 puhul sisaldas LB

tardséode veel lisaks ka Ery h@/ml. Plaate inkubeeriti 3T juures uledo.
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C600, C600f@p) tuvedesse transformeeriti plasmiidid pg@j voi puC19. MG1655,
L4eny®, ALdery®, L22ery’ kompetentsetesse rakkudesse transformdeeitirekombinaasi

ekspressiooni plasmiidi pKD46 (Arfp

3.9 Geenideletsiooniga tivede valmistamine: geenit®C ja acrB
valjalilitamine

Mutantsed tived MG16380lC, MG165%acrB, Ldery’AtolC, L4enf*AacrB,
AL4ery*AtolC, AL4ery*AacrB, L22enf*AtolC ja L22ery*AacrB on valmistatud MG1655,
L4eny®, ALdeny®, L22ery® tiivedest kasutades Kirill A. Datsenko ja Barry Wanner
protokolli (Datsenko & Wanner, 2000) modifikatsiaon

3.9.1 Rakkude kasvatamine, elektrokompetentsed rakl

Red plasmiidi kandvaid transformante kasvatati 40 mdBSkultuuris (0,5 ml kolvis),
lisatud, ampitsillin (100pg/ml), L-arabinoos (2 mM) ning L4efy ALdeny?, L22ery®
rakkude puhul ka erttromutsiin (5@ /ml). Voeti inokulum dleddkultuurist ning tehti
lahjendus tiheduseni OD (A600 nm) 0,08. Kasvatdti@ juures kuni OD (A600 nm) = 0,3
-0,6.

Seejarel tehti elektrokompetendid:

Jaal jahutatud rakud tsentrifuugiti Sorvafiiving-out rootoris 10 minutit 5000 rpm.
Eemaldati hoolikalt s60tmejaagid. Rakud resuspeitd@£.0 kultuuri mahus jaékilmas 10
% glitseroolis. Tsentrifuugiti Eppendorfi jahutuadguafuugis £C juures 1 minut 10 000
rpm. Péarast neljakordset rakkude pesemist eelpgeldatud viisil, lisati rakkude sademele
umbes kaks mahtu 10% glutserooli. Saadi elektrolatemised rakud kahe poratsiooni
jaoks (a 4Qul)
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3.9.2 Bakterirakkude transfektsioon elektroporatsi@mni teel

Segati jaal 4Qul rakke ja 1ul puhastatud PCR produkti (Uhe poratsiooni jaokestatakse
10-100 ng DNAd). Poreeriti 0,2 cm kivettides, kases Biocardi Bacterial 2 programmi
E. coli jaoks (25uF, 200 ohmi, 2500 V). Turgutamiseks lisati 1 ml SG&Hdet ning
loksutati 220 rpm 37C juures 1 tund. Rakususpensioon kilvati kananmit€s pg/ml)
sisaldavale LB-agaroosplaadile kanamdutsiini geenisaldavate transformantide
selekteerimiseks. Plaate inkubeeriti 24 tund?@juures.

3.10 Inhibitsioonikatsed

3.10.1 Josamiitsiini ja eratromatsiini indutseeritud* drop-off”’i méju Pth-d

uleekspresseerivatele rakkudele

E. coli C600 ja C600@ap) Uleddkultuuridest (mis on kasvanud %7 juures 220 rpm) tehti
lahjendused 10 ml LB vedelsootmesse algtihedus&ni(&A600 nm)0,1. Kasvatati 37C
juures 220 rpm kuni tiheduseni OD600=0,4-0,6. Tklttjendus OD (A600 nm) 0,1-ni 2 ml
LB-s66tmesse, kuhu lisatud kasvavas kontsentratsoantibiootikumi (vastavalt kas
erutromatsiini vGi josamdtsiini). Kasvatati 4 h 37 juures 220 rpm ning mdddeti optiline
tihedus OD (A600 nm).

Kasutatud eritromutsiini vOi josamutsiini kontsatgroonid ig/ml): 0; 5; 10; 25; 50; 75;

100; 150; 250; 350

Antibiootikumi alglahjendust lisati s66tmessedGs.

3.10.2 Bakterite kasvu inhibitsioon erttromditsiiniga, et hinnata AcrB ja TolC

mdju bakterite resistentsusele

Uledokultuurist (mis on kasvanud 3 juures 220 rpm) tehti lahjendus 10 ml LB-sse kuni
OD (A600 nm) 0,1. acrB ja tolC mutantide puhul lisati Kana 2@g/ml ning L4ery,
ALden, L22ery’ tiivede korral Ery 5Qug/ml. Kasvatati 37°C juures 220 rpm kuni
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tiheduseni OD (A600 nm) 0,4-0,6. Tehti lahjendus @800 nm) 0,1-ni 2 ml LB-
sootmesse, kuhu lisati eritromutsiini.

Kasvatati 4 h 37C juures 220 rpm ning md&deti optiline tihedus @BE0 nm).

Kasutatud erttromutsiin kontsentratsioonidy/(nl): 0; 0,5; 0,75; 1; 1,25; 1,5; 2,5; 5; 7,5;
10; 25 ning 0; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 150; 250) 35

Antibiootikumi alglahjendust lisati s66tmessedGs.

3.11 Bakterite nakatamineA-faagiga

0,4 % maltoosi ja 10 mM MgS@Gisaldavas LB-s60tmesse tehti tleddkultuurist idydne
lahjendus ja kasvatati 2 tundi 80 juures. Seejarel lisati bakterikultuur pakitacdile ja
inkubeeriti 10 minutit 37°C juures. Faagi ja bakterite segu lisati Top-agsiteo(0,5%
agaroos LB-s66tmes) ning valati eelsoojendatud g&-@osplaadile. Agaroosil lasti plaadil

tarduda 10 minutit ning inkubeeriti 3T juures (iledo.

3.12 Transduktsioon bakteriofaag P1-ga

Uledokultuurst tehti 10 kordne lahjendus LB-sd6tseeamis sisaldas 0,2 % gliikoosi ja 5
mM CaCl-te. Inkubeeriti 37°C juures 1,5 tundi 220 rpm. Seejarel lisati 10®1 lisaati
(ligikaudu 16 faagi/ml) ning inkubeeriti samadel tingimustel uhdi. Nakatatud kultuur
toodeldi 5 minuti jooksul 5000 rpm kloroformiga Kiuinud rakkude sadestamiseks ning
seejarel to0deldi samadel tingimustel kloroformiga

Méaérati faagi tiiter.

Nakatamiseks 1 ml retsipientrakkude hilisesse &@sif jdudnud kultuuri tdddeldi 10 1

M CaCl lahusega ning lisati P1 faagi lisaati. Inkube@@iminutit 37°C juures ja lisati
200 pl 1 M Na-tsitraati. rakud tsentrifuugiti 6000 rpm rBinuti jooksul. Osa s66det
eemaldati ning nakatatud rakud plaaditi 2Bml kanamutsiini ja 10 mM Na-tsitraati

sisaldavale agaroosplaadile. Rakke kasvatatC3iures uledo.
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4. TULEMUSED

4.1 Josamdutsiini ja ertitromutsiini poolt indutseertud peptididl-tRNA
“drop-off”’i moju bakterite kasvule

Makroliidide indutseeritud drop-off” vdib olla bakteri rakkudele toksiline, kuna on
tbenaoline, et peptididl-tRNA akumuleerumine rakwsihendab vabade tRNA
isoaktseptorite varu (Heurgue-Hamadal, 1996; Heurgue-Hamaret al, 2000; Tenson
et al, 1999). On teada, et makroliidid pdhjustavad pmijti-tRNAde drop-offi”
ribosoomidelt niin vitro (Otaka & Kaji, 1975) kui kan vivo (Menninger & Otto, 1982).

Ensiim Pth hidrolisib peptididl-tRNAd ja N-atsk@miinoatsuil-tRNAd vabadeks
tRNAdeks ja peptiidideks vOi N-atsetlil-aminohagsterastavalt, suurendades sellega
aminoatsiuleerumisvdimeliste tRNAde kogust. Kédesadedos vaadeldi, kas makroliidide
pdhjustatud peptiditl-tRNAde kuhjumine mdjutab lkeaiké elulisust eeldusel, et enstiiimi
Pth Uleekspresseerimine taastab vabade tRNAde \V&elieks transformeeriti Pth
Uleekspressiooni plasmiid pyh E. coli tivede C600 ja Pth defitsiitse tive Ca@(()
kompetentsetesse rakkudeskentrolltivedena kasutati sanmi. coli tivesid, kuhu oli
transformeeritud pUC19 plasmiid voi plasmiid jaetdbamata. Bakterite kasvu
parssimiseks lisati kasvukeskkonda anibiootikumeltremuitsiin  ja josamutsiin.
Josamditsiin ja erutromatsiin kuuluvad kahte eriseea makroliidide klassi ning on
naidatud, et need inhibeerivad valgustunteesi esinewoel (Poulsenet al, 2000).

Josamdtsiin on 16-lulilise laktooni ringiga ningigomutsiin on 14-lulilise laktooni ringiga
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makroliid, mis mdlemad seonduvad ribosoomi suurbibiku peptididltransferaasse
tsentri lAhedusse, kuid blokeerivad valgusintedseea peptiidi pikkuse juures (Tenseh
al., 2003). Josamutsiini juuresolekul tekib kdige remmkdipeptiide (Lovmaet al, 2004),
kuid erGtromutsiin vBimaldab stinteesida veidi pilgnpeptiidijuppe enne kasvava valgu

elongatsiooni inhibeerimist.

E. coli tle6okultuuridest tehti lahjendused 10 ml LB vedétmesse algtiheduseni OD
(A600 nm) 0,1. Kasvatati ning eksponentsiaalse kassi alguses OD (A600 nm) 0,4-0,6
tehti lahjendus algtiheduseni OD (A600 nm) 0,1 2Lidlvedelsd6dtmesse, kuhu oli lisatud
antibiootikumi, thel juhul eritromdtsiin, teisehjul josamutsiini. Peale 4 h bakterikultuuri
inkubeerimist 37°C juures mdddeti bakterirakkude tihedus OD (A600).niBaadi
inhibitsioonikdverad, mis nditavad, et nii erltrdsiiini kui josamutsiini lisamine on
mojunud molemale katses kasutakidcoli bakteritiive metsiktttpi Pth-ga C600 (joonis 10
paneelid A ja C; joonis 11 paneelid A ja C) ja nmis® Pth-ga C60€4p) (joonis 10
paneelid B ja C; joonis 11 paneelid B ja C) kas\pdessivalt. Jooniselt 10 on naha, et Pth
Uleekspressiooni plasmiidi sisaldavate tiivede l@swsaanud eelise vorreldes tlivedega,
mis ei sisalda Pth Uleekspressiooni plasmiidi. Timdet josamdutsiini pdhjustatud
peptididl-tRNAde drop-off’ mbjutab bakterite kasvu, sest Pth lleekspresgjaotiivede
kasv on kill inhibeeritud, kuid vahemal maaral efites Pth lleekspressiooni plasmiidi
mitte sisaldava bakteritivega. See tdhendab, et Rileekspresseerivad tlved taluvad
paremini samas suurusjargus josamutsiini kontssmne tanu Pth ensimaatilisele
aktiivsusele vabastada isoaktseptoorseid amin@ssiihisvoimelisi tRNAsid peptidul-
tRNA kompleksist. Jarelikult vbib Pth-d mittellepkssseerivates tiivedes olla rohkem

peptidutl-tRNAsid, millest tuleneb bakterite halvantibiootikumi talumine.
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Joonis 10: Bakterite kasvu inhibitsioon josamutsiiniga ningséimi Pth Uleekpressiooni moju
bakterite elulisuseleE. coli Uledokultuuridest tehti lahjendused 10 ml LB vedétsmesse
algtiheduseni OD (A600 nm),1. Eksponentsiaalse kasvufaasi alguses OD (A60Q0mM-0,6 tehti
lahjedus algtiheduseni OD (A600 nm) 0,1 2 ml LB eleddétmesse, kuhu oli lisatud josamuitsiini.
Peale 4 h bakterikultuuri inkubeerimist 3Z juures, méddeti bakterirakkude tihedus OD (A600
nm). Josamiitsiini lisamine on méjunud mdélemale datsasutatud. coli bakteritiive metsiktidpi
Pth-ga C600 (paneel A ja C) ja mutantse Pth-ga G&pP(paneel B ja C) kasvule parssivalt. Pth
Uleekspressiooni plasmiidi sisaldavate tivede l@swsaanud eelise vorreldes tlivedega, mis ei
sisalda Pth tleekpressiooni plasmiidi.

Sama olukord aga ei kehti joonis 11 puhul, kus kaswibeerimiseks on kasutatud
erutromutsiini — kasv on inhibeeritud kdigi uuritudakterikultuuride, nii Pth

Uleekspressiooniplasmiidi sisaldava kui mittesigaéde, puhul vorreldaval tasemel. Seega,
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kui bakteritivi sisaldas Pth Uleekspressiooni plaBmandis see bakterile suurema
elulisuse vorrelduna Pth tleekspressiooni plasmiidte sisaldava tivega. Kuid selline Pth
Uleekspressioon andis efekti vaid siis, kui baktdtuur kasvas josamdtsiini manulusel.

Eridtromutsiin on kdiki bakteritiivesid inhibeerinudrreldaval tasemel.

Bakterite kasvu inhibitsioon saabub kui makroliidicth blokeerinud ribosoomid ning
valgusuintees peatub. Valgusinteesi peatumine owu kemshibitsiooni esmane pohjus.
Jargnevalt taispikke peptiide ei toodeta ning rakéhjuvad ebakipsed peptidutl-tRNAd,
mis vahendavad valgusiinteesiks vajalike isoakiseptte tRNAde kontsentratsiooni.
Selline peptidutl-tRNAdedrop-off” on sekundaarne kasvu inhibeeriv mehhanism. Antud
katse nditab, et bakterite kasvu inhibitsiooniks joeamutsiini puhul vajalik kdrgem
antibiootikumi kontsentratsioon kui eriatromutsiirppuhul, kuna samavaarne kasvu
inhibitsioon on erttromutsiini puhul saabunud mada kontsentratsiooni juures vorreldes
josamutsiiniga ehk metsiktttpi tive, C600, puhulwajalik 250 pg/ml josamutsiini, et
saavutada samavaarne inhibitsiooni tase kuiggtl erttromutsiiniga (joonised 10 C ja 11
C). Rakuvabas slUsteemis on naidatud, et josam&tesiindub ribosoomiga stabiilsemalt kui
erutromatsiin, mille puhul on naidatud, et ribosogan seondumine jaribosoomilt

vabanemine toimub kiiremini (Lovmat al, 2004).
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Joonis 11:Bakterite kasvu inhibitsioon erttromiitsiiniga niagsiimi Pth leekpressiooni mdju
bakterite elulisuseleE. coli Uledokultuuridest tehti lahjendused 10 ml LB vedétsmesse
algtiheduseni OD (A600 nm) 0,1. Eksponentsiaals¥ifaasi alguses OD (A600 nm) 0,4-0,6 tehti
lahjedus algtiheduseni OD (A600 nm) 0,1 2 ml LB elsdotmesse, kuhu oli lisatud kasvavas
kontsentratsioonis erltromutsiini. Peale 4 h baktttuuri inkubeerimist 37°C juures, moddeti
bakterirakkude tihedus OD (A600 nm). ErUtromutsilisamine on m&junud mdlemale katses
kasutatudE. coli bakteritive metsiktliiipi Pth-ga C600 (paneel A ja j€)mutantse Pth-ga
C600¢ap) (paneel B ja C) kasvule parssivalt juba madalatetsentratsioonide juures. Pth
Uleekspressiooni plasmiidi sisaldavate tliivede kasvdrreldav Pth Uleekpressiooni plasmiidi mitte
sisaldavate tiivedega.

45



Jarelikult killastava josamutsiini kontsentratsiodworral peaks tadispikkade valkude
siintees olema peatatud, kuid erttromdtsiini puhutemAntud katse tulemused aga
naitavad, et erttromutsiini pohjustatud bakteri vkasnhibitsioon saabub madalamate
kontsentratsioonide juures kui josamutsiini potgtisd inhibitsiooni puhul Naib, &b vivo
susteemis mojutab antibiootikumide toimemehhanlsategurid, nagu naiteks membraani
permeaablus konkreetsele antibiootikumile. Gramatizmge raku puhul peab makroliid
labima rakku Umbritseva kaksikmembraani enne, kowap oma sihtmérkkohta,
ribosoomile. Antud juhul oleks erttromutsiini meraéni |Abimise vdime parem kui seda
on josamdutsiinil ning sellisel juhul saabub kaswthibitsioon antud antibiootikumi
kontsentratsioonil kiiremini. Vaga tahtsat rolliivdd mangida ka membraanis olevad
valjavoolupumbad, millede jaoks vdib lks antibi&otn olla parem substraat kui teine.
Antud katse puhul oleks josamditsiin valjavoolupudeda parem substraat kui
erutromatsiin. Tanu sellele jduab josmutsiini rakinem.

Kokkuvotvalt voib antud katsete pdhjal delda, etajmitsiini puhul on peptiditl-tRNA
kuhjumine suur ja seega ka oluline inhibitsiooriistitromutsiini puhul, aga peptidadl-
tRNAde kuhjumine olulist téahtsust ei oma, kuna Iiisiooni p&hjuseks vdib olla

ribosoomi peatamine. Nagu ka eelpool mainitud, wlakide esmane mehhanism kasvu
inhibeerimiseks tuleneb valgustlinteesi blokeerimijsesis josamutsiini, aga mitte
erutromatsiini, toksilisuse pdhjus bakteritele ondgjutatud ka peptidiil-tRNAde

akumuleerumisest  bakteri rakku,  tanu millele  valoeesiks  vajalike

aminoatsuleerumisvdimeliste tRNAde hulk vaheneb.

4.1.1 C600(ap) tive digsuse kontroll ehk C600f@p) tive nakatamine
bakteriofaag A-ga

Raske on anda seletust Ca@@j tive paremale kasvule vorreldes C600 tivega {3ddh

C), kuna C600@p) tivi omab mutantset Pth-d, mille spetsiifilindiadsus on madalam kui
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tivi (Joonis 10 C). See tdhendab, kui Pth Uleekspyen annab josamiitsiini suhtes
resistentsuse, siis voik eeldada, et alandamingugi@i Glitundlikust. Sellist olukorda
katse tulemused ei naidanud. Mutantse tuve tundaikjosamutsiini suhtes Pth
Uleekspressiooniplasmiidi puudumisel oli vorreldaetsiktiiipi omaga. Tiuve 0Oigsuse
kontrollimiseks nakatati C60f4p) rakke A-faagiga, kuna Pthgp) mutant ei vdimalda
bakteriofaagh vegetatiivset kasvu. Nii oli, C60@(p) tuvi ei vdimaldanud bakteriofadg

vegetatiivset kasvu samas, kui kontrolliks voettit(u#)-d sisaldav C600 tuvi vbimaldas.

4.2 Membraanivalgud TolC ja AcrB ja resistentsusmuatsioonide seos
antibiootikumiresistentsuse kujunemises

Gram-negatiivsete bakterite, nadtl. coli, membraanid sisaldavad antibakteriaalsete
Uhendite valjutamiseks valjavoolu siisteeme (Pauddesl, 1997; Thanassi & Hultgren,
2000). Mitme ravimi véaljavoolupumbad koosnevad kedtin osast: energiat andev
sisemembraani komponent, valismembraanis olev twéfkanal” TolC ning neid kahte
valku siduv periplasmaatiline valk. coli peamine valjavoolu pump on AcrA-AcrB-TolC
valkude susteem, mis annab resistentsuse paljuglehevate keemiliste omadustega
Uhenditele. Antud katses uuriti resistentsusmwatsde ja membraanipumpade
omavabhelisi seoseid. Selleks deleteeriti kas v@mbraani valguolC voi sisemembraani
valguacrB geenid bakteriraku kromosoomist, et ndha kas jddausee mdjutab tundlikkust
erutromutsiini suhtes. Katses kasutati nii metgiitE. coli tive kui ka ribosoomivalkude
L4 ja L22 mutatsioonig&. colitiivesid L4er§, AL4eny?, L22ery?. Ribosoomivalgud L4 ja
L22 on ribosoomi suure subthiku peptiidi valjumtsaneli seina komponendid. Muutus
Ukskdik kummas valgus vdib pdhjustada resistentstigtomutsiini suhtes. Ertitromutsiin,
nagu teisedki makroliidid, interakteerub ribosoomsuure subulhikuga peptididl-
transferaasse keskuse ja polUpeptiidi tunneli lasesl ning blokeerib valgusinteesi. Kuid
mutantset L4 valku sisaldavad ribosoomid ei seareasitromutsiini ning muudetud L22
valguga ribosoomid neutraliseerivad eritromitssidumise efekti. Eksperimentaalselt on
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naidatud, et erttromutsiini seondumise kiiruskomstaetsiktidpi ribosoomide puhul on
1,060,1 @M™s?), kuid mutantse L22 ribosoomi valgu puhul 50 kongadalam ehk
0,019:0,0006 tM*s?) ning mutantse L4 ribosoomi valgu puhul veelgi aiach, olles L4
puhul 0,00480,0006 (M's") ja AL4 puhul 0,00960,001 (M™s%). Makroliidide
seondumiskineetika ribosoomide suhtes on olulinekrafiddide toimemehhanismi
mdistmiseks. Meie koosttopartnerite (Karin Nilssdartin Lovmar, Mans Ehrenberg
Uppsala Ulikoolist) poolt koostatud mudel ennustas, L22 ja L4 mutatsioonidest
pdhjustatud resistentsuse tekkimiseks on olulirte, membraaniga seotud stindmused

oleksid kiired. Selle ennustuse testimiseks viisiaie jargnevalt kirjeldatud katsed.

4.2.1acrB ja tolC deletsiooniga E.coli tive koostamine

acrB vdi tolC geenide deletsioonE. coli metsiktiipi MG1655 tive ning
eriitromiitsiiniresistentse ribosoomivalgu mutantsBte coli tiivede L4er§, AL4enf,
L22ery®  kromosoomist saavutati nende geenide asendamis&gaamiitsiini
resistentsusgeeniga vastavalt Kirill A. Datsenko Barry L. Wanner'i protokollile
(kirjeldatud Materjal ja metoodika peatiikis) ningelierandi puhul (L4eRyacrB geeni
asendamine kanamdutsiini resistentsusgeeniga) kiasué&rB deletsioonimarkeri
transduktsiooni P1 faagi abil. Kaiki deletsioonigtivesid kontrolliti vastava
kromosomaalse ala analiiisimisega PCR meetodil, tddessi amplifitseerimiseks
oligonukleotiidseid praimereid, millele vastavadrkdementaarsed alad jddvad véljapoole
deleteeritud DNA ala ning kunaolC geeni pikkus kattub peaaegu kanamdutsiini
resistentsusgeeni pikkusega, ka kanamutsiini esgmisgeeni siseseid praimereid. PCRIl
saadi oodatud pikkusega produktid (pikkused toqukatiikis Materjal ja Metoodika).
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4.2.2 Bakterite kasvu inhibitsioon erttromitsiinigg et hinnata
membraanipumba valkude AcrB ja TolC ning mutantsete ribosoomivalkude

omavahelisi seoseid

Testiti saadud deletsiooniga tivede tundlikkustreridtsiinile. E. coli Gle66kultuuridest
tehti lahjendused 10 ml LB vedelsddtmesse algtiseduOD (A600 nmp,1. Kasvatati
ning ksponentsiaalse kasvufaasi alguses OD (A6000Mr0,6 tehti lahjedus algtiheduseni
OD (A600 nm)0,1 2 ml LB vedelst6tmesse, kuhu oli bakterite kagwibeerimiseks
lisatud erttromitsiini kontsentratsioonidel 0-3p@/ml vdi 0-25 ug/ml. Peale 4 h
bakterikultuuri inkubeerimist 37C juures moddeti bakterirakkude tihedus OD (A60Q.nm
Saadi inhibitsioonikdverad (joonis 12 ja 13), mitavad, et lahtetiivede ja deletsiooniga
tivede erGtromutsiini tundlikkus on erinev. Algsédved on erttromditsiini suhtes
markimisvaarselt resistentsemad kui membraanivalklidiC ja AcrB deletandid, mis
naitavad suurt eritromutsiinitundlikkuse tdusu. Baéab, et uuritav valjavoolupump @&n
coli’s oluline makroliidide resistentsuse pdhjustajdit®mitsiin on neile mdju avaldanud
juba vaga madalatel kontsentratsioonidel. Taneleekloonduvad joonisel 12 deletsiooniga
tived Uhte punti (katkendlikud jooned) ning raskevahet teha kumma geeni, kas AcrB
voi TolC, deletsioon muudab rakud erttromitsiinhtes tundlikumaks. Nagu oodatud
méjutab eriitromitsiin ribosoomivalgu mutants&tecoli tiivede L4er§, AL4eny, L22
eny® kasvu vahem (roheline, roosa, tumelilla pidev jodk)na nendes tiivedes tehtud
mutatsioonid vastavalt L4 vdi L22 ribosoomivalgusudavad rakud eritromutsiini suhtes

resistentseteks.
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Joonis 12:Bakterite kasvu inhibitsioon erttromiitsiinida. coli Gle66kultuuridest tehti lahjendused
10 ml LB vedelstotmesse algtiheduseni OD (A600 arh) Eksponentsiaalse kasvufaasi alguses
OD (A600 nm) 0,4-0,6 tehti lahjedus algtiheduse A600 nm)0,1 2 ml LB vedels6dtmesse,
kuhu oli bakterite kasvu inhibeerimiseks lisatuditeymutsiini. Peale 4 h bakterikultuuri
inkubeerimist 37C juures, mdddeti bakterirakkude tihedus OD (A661).rEritromitsiini lisamine

on mdjunud metsiktuUgE. coli bakteritive MG1655 ja mutantsefe coli tilvede L4ery, AL4ery,

L22 ery® acrB ja tolC deletantide kasvule parssivalt juba madalate komtatsioonide juures.
Vahesel maéral on eriitromiitsiin méjutarid coli tiivede L4er§, AL4enf, L22 ery kasvu.
Katsetulemused on esitatud vahemalt kolme katdankies tulemusena.

Inhibitsioon on selgelt naha ka metsiktidgi coli MG1655 rakkudes (tumesinine
pidevjoon), mis madalate erttromutsiini kontsesicainide puhul on saavutanud suurema
kasvu, kuid korgemate kontsentratsioonide juuresgdla erttromutsiiniresistentsete
tivedega vorreldes madalamale tasemele. Samas tadtkiktidpi tavi ertGtromatsiini

paremini kuitolC ja acrB deletsiooniga bakteritlived.
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Selleks, et ndha, kas kasv on inhibeerti@ ja acrB deletsiooni puhul samavéaarselt voi

esineb nende vahel erinevusi, muudeti eritromilite@intsentratsioone nii, et need jaaksid

vahemikku 0-25ug/ml (joonis 13).

—e— MG1655
— -# — MG1655 (tolC-)
---A--- MG1655 (acrB-)

—e— 122
’g — - — 22 (tolC-)
e ---A--- L22 (acrB-)
§ —e—dell4
8 — -u —dellL4 (tolC-)
---A--- delL4 (acrB-)
—e— L4
— & — L4 (tolC-)
---A-- L4 (acrB-)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

eriitromiitsiin (Fglml)

Joonis 13:Bakterite kasvu inhibitsioon erttromiitsiinida. coli Gle66kultuuridest tehti lahjendused
10 ml LB vedelstdtmesse algtiheduseni OD (A600 arh) Eksponentsiaalse kasvufaasi alguses
OD (A600 nm) 0,4-0,6 tehti lahjedus algtihedusefl \600 nm)0,1 2 ml LB vedels6dtmesse,
kuhu oli bakterite kasvu inhibeerimiseks lisatuditeymutsiini. Peale 4 h bakterikultuuri
inkubeerimist 37C juures, moddeti bakterirakkude tihedus OD (A661).rEritromitsiini lisamine

on inhibeerinud metsiktuipE. coli bakteritive MG1655 ja mutantseEe coli tivede L4er¥,
AL4ery?, L22 ery acrB ja tolC deletantide kasvule. Antud eriitromitsiin kontsastoonid ei ole
mdjutanudE. coli tivede L4er§, AL4enyf, L22 ery kasvu. Katsetulemused on esitatud véhemalt
kolme katse keskmise tulemusena.

Uldjoontes jai olukord samaks nagu naidatud jod@puhul, kuid nidd tuli esilIC ja
acrB deletsiooni erinevus. Nagu jooniselt ndha muuddism@mbraani valgu geetolC
deleteerimine bakterirakud eritromitsiini suhtesltikumaks vorreldes bakterirakkudega,
kus oli deleteeritud sisemembraani valgu gaerB. Sellest saab jareldada, et TolC on

erutromatsiini resistentsuse tekkimisel olulisemmkmnent kui AcrB. See on seletatav
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asjaoluga, et TolC vbiks kuuluda peale AcrAB-TolQisteemi ka mdnda teise
valjavoolupumba sisteemi. Sel juhul teevad Tol@wdlAcrB valgu puudumisel koost66d

mone teise membraanipumbasisteemi komponentidega.

Katsed néitavad, et kuitolC geen puudub, siis sellises geneetilises tagapdhjas
ribosoomivalkude mutatsioonid resistentsust ei ada® on kooskdlaline ka mutantsetele
ribosoomidele eritromutsiini seondumise kineetilisedeliga, mille kohaselt metsiktudpi

ja erttromutsiiniresistentsete tiivede vahel oléwesus puudub tivedes, kus puudalC

geen.
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5. ARUTELU

Bakterite kasvu on vOimalik inhibeerida mitmeti,skéades erinevatele rakuosadele voi

rakumehhanismidele mdjuvaid ravimeid.

Kéaesoleva t66 eemargiks oli uurida makroliidide mdjakterite kasvule labi kahe
vaatenurga: esiteks kui makroliid jduab oma sihkakhani rakus, kas makroliidi
pdhjustatud peptidutl-tRNAde kuhjumine ja sellegenev vabade tRNAde ammendumine
vOib olla oluline makroliidide toimemehhanism jai kalju see vdiks inhibeerida rakkude
kasvu. Teiseks, kui palju mdjutab makroliidide sésntsust mitme ravimi
valjavoolupumbad kui resistentsust andev mehhanigng selle omavaheline seos
ribosoomivalkude L4 ja L22 resistentsusmutatsioegal Makroliidide sihtméark
bakterirakus on ribosoom. Seondudes 70 S ribososmirele subthikule (50 S)
pohjustavad makroliidid peptidiul-tRNAde dissotseeist ribosoomilt translatsiooni
elongatsiooni kaigus ehldfop-offi” (Menninger & Otto, 1982). Kéesoleva t60 esimeses
katselises osas kasutati makroliidsete antibioatike vOimaliku toimemehhanismi
uurimiseks kahte makroliidset antibiootikumi, josasiini ja eratromutsiini, mis kull
mdlemad pdhjustavad peptidutl-tRNAddrdp-offi” ribosoomilt, kuid teevad seda labi
erineva mehhanismi. Josamutsiin on 16-llilise dakringiga makroliid, mis seondudes
peptidudltransferaasse tsentri laheduses, ei vdanidlle kolme aminohappeliste peptiidide
stinteesi.Ertutromatsiini, mis on 14-lulilise laktoonringiga akroliid, seondumiskoha ja
peptidudltransferaasse tsentri vaheline kaugus aldiab siinteesida pikemaid peptiide (6-8
aminohappe jaagilisi). Seostudes ribosoomi suusalaihikule peptiiditunneli algusesse
(Hansenet al., 2002) inhibeerivad makroliidid valgusinteesi, tfiaeles peptiidahela

edasise kasvamise. Seet6ttu stimuleerivad makicblpeptidiil-tRNAde dissotsatsiooni
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ribosoomilt (Menninger & Otto, 1982; Tensehal.,2003). Siit vdib tuleneda makroliidide
pdhjustatud kasvuinhibitsiooni sekundaarne efedtity hulk tRNAsid on viidud peptididl-
tRNA vormi, mida translatsioonis enam efektiivdedsutada ei saa. Jargneb bakterirakkude

kasvu inhibitsioon.

Nagu kirjeldatud, inhibeerivad josamutsiin ja eoitkitsiin bakterite kasvu (joonis 10, 11).
Rakuvabas slsteemis on naidatud, et josamutsiindseoribosoomiga stabiilsemalt kui
erutromdtsiin — josamutsiini puhul toimubdrpp-off palju kiiremini kui josamutsiini enda
dissotseerumine ribosoomilt. Samas erlUtromutsiiondeb ribosoomiga ja vabaneb
ribosoomilt kiiremini (Lovmaret al, 2004). Jarelikult killastava kontsentratsioonir&b
taispikkade valkude siintees on peatatud josamiigsiihul, kuid erttromutsiini puhul
mitte. ErGtromdtsiini toime elusatele bakterirakklednédib olevat tugevam kui josamutsiini
toime, kuna nagu naha joonistel 10 ja 11 on ertitsim sama aja jooksul inkubeeritud
rakukultuure inhibeerinud madalama kontsentratsigoares. Katses kasutatud. coli
metsiktiupi C600 tuve puhul on samavaarne josamiitehibitsioon ndha ligikaudu viis
korda kdrgema kontsentratsiooni juures. See voienada bakterirakku Umbritseva
membraani olemasolust. Erinevad ained difundeerutadi membraani erineva
efektiivsusega. Bakterirakkudes on olemas mehhanmsmmeaegselt dissotseerunud
peptididl-tRNAde taaskasutamiseks. Peptidutl-tRNArblaas ehk Pth on oluline enstiim
tRNAde normaalseks taaskasutamiseksoli rakkudes. Hudrolldsides peptiidi ja tRNA
vahelist estersidet, vabastab peptiidi tRNA kiljesbeejarel on tRNA taas
aminoatsuleerumisvdéimeline ning voib osaleda tetssloniprotsessis. Makroliidide
toimet inhibeerida valgusiinteesi téanu peptiditl-A&E kuhjumisele rakus hinnati
kasutades ensuumi Pth. Pth Uleekspressiooniplasridd E. coli rakkudesse, et rakul
oleks normaalsest rohkem Pth-d voitlemaks makidiid tekitatud
aminoatsuleerumisvdimeliste tRNAde ndlja vastu. poidest, Pth-d lleekspresseerivates
tivedes oli  bakterikultuuride kasv  margatavalt pare vorrelduna Pth-d
mittetleekspresseerivate rakkudega. Selline oluketutis siiski vaid josamutsiini puhul,
kuna katsetes eritromutsiiniga polnud olulisi mgutmargata. Seda vdiks selgitada

asjaoluga, et eruatromutsiin suudab kiiresti koibosoomid pidevalt killastada ja
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valgusunteesi peatada. Sellisel juhul ei omaks dRtiivsus erttromutsiini puhul mdju.
Nagu eelpool mainitud, on rakuvabas susteemis tildaet josamitsiin seondub
ribosoomidega stabiilsemalt kui erttromitsiin niog oletatud, et kui erttromutsiini
kontsentratsioon on kdikide ribosoomide kullastakss piisav, jddb siiski umbes 50 %
ribosoomidest voimeliseks sinteesima pikki pept{idevmar et al, 2004). Nagu eelpool
mainitud vdibin vivo stisteemis antibiootikumide toimemehhanismi mojutealamitmeid
lisategureid nagu néaiteks antibiootikumi rakku jonmde. Siin on oluline roll membraani
permeaablusel konkreetsele antibiootikumile. Gramatiivse raku puhul peab makroliid
labima rakku Umbritseva kaksikmembraani enne, kowap oma sihtmérkkohta,
ribosoomile. Vaib olla, et Uks antibiootikum lakbibembraani edukamalt kui teine. Antud
juhul vdiks erutromutsiini membraani I&bimise voiraka parem kui josamutsiinil ning
sellisel juhul saab teda rakku kiiremini suurem k®gsellega seoses ka tugevam kasvu
inhibitsioon antud antibiootikumi kontsentratsidor8amas vdivad rolli méngida ka raku
membraanis olevad antibiootikume rakust valjutavajavoolupumbad, mille jaoks vib
Uks antibiootikum olla parem substraat kui teineentle vdimaluste kohta andmed
puuduvad. Samas on naidatud ka, et Pth aktiivdtishg@eptiidahela pikkusest. Vaidetavalt
toimub Pth ja peptiditl-tRNA maksimaalne interakisi siis, kui peptiidi ahela pikkus on
3-4 aminohappe jaaki (Shiloa&t al, 1975). Josamdtsiin pdhjustab 2-4 aminohappejaagi
pikkuste peptiduldl-tRNAde dissotsatsiooni ning emititsiin lubab moodustuda 6-8
aminohappe pikkustel peptiididel enne, kui ribosqgoeatub ja toimubdrop-off” (Tenson
et al, 2003). Selle kohaselt oleks josamdutsiini tekidatpeptidiil-tRNAd sobivaks
substraadiks Pth-le, kuid erttromditsiini pohjusia@+8 aminohappe pikkuste peptidul-

tRNAde suhtes Pth aktiivsus langeks.

Antud katsete puhul v8ib lihidalt jareldada, etteninitsiini puhul, kus pdhjustatud
kasvuinhibitsioon polnud komplementeeritav Pth kidépeessiooniga, tuleneb inhibitsioon
pohiliselt ribosoomi peatamisest. Josamutsiini pudakterite kasv taastus mdnevdrra Pth
tleekspressiooniga ning kasvu inhibitsioon voib jpstatud olla ka peptiditl-tRNAde

kuhjumisest.
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Kéaesoleva t66 antud katses kasutati kdhtecoli tive: metsiktttpi Pth-ga C600 ning
defektse Pth-ga C60@(), mille Pth aktiivsus on madalam kui metsikttuph4P (Cruz-
Vera et al., 2000). Seega peaks CofH]}{) tive kasv olema kehvem. Kuna aga katse
tulemused naitavad, et makroliidi méjul kasvanuttuaride kasv ei erine oluliselt vdi on
isegi mutantse ensttmiga tluve kasv parem, jadbemedjtiivede vahel esineb erinevus
ribosoomide killastamisel makroliididega — Ca@@) tive puhul jaaks osa ribosoome
vabaks, mis vdimaldab modningast valgusinteesi faikiu Samas naitavad kasvukdverad
C600¢ap) tuvele edukamat kasvu ka antibiootikumi puuduimidarelikult peavad olema

selles tives mehhanismid, mis aitavad bakterite¥&da vaatamata puudulikule Pth-le.

Selleks, et makroliid saaks raku eluvGimet parssipab ta kdigepealt jbudma rakku ja
sinna ka pusima jaama, ilma et teda rakust va§lksahing seejarel on makroliidil véimalus
ribosoomiga seondumiseks. Gram-negatiivsetel biéddier nagu eelpool mainitud,
Umbritseb rakku kaksikmembraan, mille vahele jaabéelv periplasmaatiline ala.
Antibiootikumid saavad rakku siseneda tanu labi tmexani toimuvale difusioonile. Selle
tottu on antibiootikumide inhibeeriv toime Gram-fiingsete bakterite suhtes tugevam,
kuna labida tuleb vaid ks membraan. Gram-negatiévbakterite membraanides on lisaks
olemas veel stisteemid, mis puiavad rakule toksalise kinni ning valjutavad selle tagasi
valiskeskkonda, ilma, et see kahjulik aine saaldsdilmdju avaldama hakatagi. Sellist
olukorda arvesse vottes uuriti tUhe pohilisecoli rakus tddtava valjavoolupumba véimet
tagada resistentsust erdtromutsiinile. Kirjandusaspalju kirjeldatudE. colile mitme
ravimi valjavoolupumpa AcrAB-TolC slsteemi olemasolOn ndaidatud, et see
valjavoolupump omab laia substraadispetsiifikatelvdimeline rakust valjutama vaga

erinevaid aineid (Sulavikt al, 2001).

Selleks, et uurida AcrAB-TolC vdimet tagada resitdast makroliidide suhtes, tehti
kédesolevas t60s erinevate omadustega bakteritisedéshte talUpi mitmeravimi
valjavoolupumba mutatsioone. Esiteks deleteerite ggumba sisemembraani komponenti
AcrB-d kodeeriv geen. Teist tulpi mutatsiooni puhdEleteeriti sama pumba
valismembraani komponent TolC-d kodeeriv geen. ifieshadud tuvede tundlikkust

makroliidide suhtes, kasutadaes Uhte enim tuntudrehali erltromusiini, mis nagu
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eelpool kirjeldatud, peab kasvu inhibitoorse toavaldamiseks jdudma ribosoomile. AcrB
ja  TolC tdhtsust resistentsuse tagamisel uuriti se®o erltromditsiini
resistentsusmutatsiooniga ribosoomivalkudes L4 [22.L Selleks kasutati vastavaid
mutantseid tiivesid E. colitiived L4er{, AL4en®, L22ery*. Ribosoomivalgud L4 ja L22
on ribosoomi suure subihiku peptiidi valjumise telnseina komponendid. Ka k&esoleva
t00 katsed naitasid, et need erutromutsiiniresisezhtiived polnud eritromutsiinile kuigi
tundlikud, kuna nende kasv oli peaaegu mdjutamaturamutsiini poolt (Joonis 11).
Korgetel erttromutsiini kontsentratsioonidel olitsiktlitupi E. colikasv marksa madalamal
tasemel. Et naha, kas valjavoolupumba rikkumineutadj selliste resistentsete tlivede
kasvu, lillitati L4er§, AL4ery?, L22ery® tiivedes samuti, nagu seda tehti metsiktiEipi
coli tives, valjatolC ja acrB geen. MetsiktllpE. coli tives, mis juba niigi on tundlik
erutromatsiini suhtes, pdhjustas mIC kui ka acrB deletsioon suurt tundlikkuse téusu
erutromatsiini suhtes. Samasugune kasvu inhibitstoomus ka eritromutsiiniresistentsete
mutantsete tlvede puhul. Koikide tivede mdlemadnigedeletandid on kdrgetel
erutromutsiini kontsentratsioonidel omandanud saumdlikkuse taseme, kuid véahendades
erutromatsiini  kontsentratsioone oli ndha erinevuSeneetilises tagapdhjas, kus
kromosoomist puudustolC geen, ribosoomivalkude mutatsioonid erttromatsinil
resistentsust ei anna. SamasrB deletandid olid mdningal méaaralC deletantidest
resitentsemad. Asjaolust, &lC deletant oli tundlikum erttromutsiini suhtes kacrB
deletant ja vOrdse inhibtisooni taseme saavutamsis#kacrB deletandi puhul vajalik
kérgem erUtromditsiini  kontsentratsioon (joonised j2 13), vOib TolC ilmselt
funktsioneerida ka AcrB-st s6tumatult. Sellist ideet TolC vdib funktsioneerida ka ilma
AcrB-ta ja anda panust resistentsuse tekkeks, geldatud ka varem (Fralick, 1996).
Jarelikult resistentsuse avaldumiseks peavad memiga seotud protsessid olema kiired.
AcrAB-TolC pumba olemasolul makroliidid pumbataksskust Kiiresti valja. Sellises
olukorras on rakkude tundlikkuses makroliidide ssht oluline makroliidi
seondumiskineetika ribosoomile. Selleparast ongisvkainhibeeritud metsiktidpi
ribosoomide puhul, kus eritromutsiini seondumiseugkonstant on 15 korda kdrgem kui
mutantse L22 ribosoomivalguga ribosoomi puhul jakb@da kdrgem kui L4 mutatsiooni

puhul. Samas geneetilises tagapdhjas, kus kromasbash deleteeritudacrB geen,
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valjavoolupump tootab, kuid vahemal méaéral. Riboswalkude mutatsioonide efekt ol
ndha vaid moningal maaral ning metsiktiupi tiacB deletandi kasv oli inhibeeritud
samal tasemel nagolC deletantidel. KuidtolC deletantide puhul AcrAB-TolC pump on
ebaefektiivne. Jarelikult maarab viimasel juhulterinitsiiniga seondunud ribosoomide
fraktsiooni suuruse, millele jargnevalt bakterirakasvukiirus vahenema hakkab, pigem
erutromutsiini rakku sisenemise kiirus, mitte eoittitsiini ribosoomile seondmise

kineetika.

Sellest, et membraanis paikneva reistentsust tagaljavoolupumba rikkumine muutis
see valjavoolupump on antibiootikumiresistentsusikitnisel véaga oluline komponent.
Rikutud véljavoolupump pole vdimeline |abi rakumeadmi rakku difundeerunud
antibiootikumi valjutama. Erutromutsiin saab ed@kuda ribosoomini ja blokeerida neil
toimuvat valgustnteesi. Seega antibiootikumi raldieenemise kiirust kompenseerib
valjavoolupumpade olemasolu. Olukorras, kus eruiitsimi rakust vélja ei pumbata saab
teda I6puks rakku koguses, mis on v@imeline sidumigpalju ribosoome, et jargneb
bakterite kasvu inhibitsioon.
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KOKKUVOTE

Kirjandusest on teada, et makroliidid pdhjustatadherichia colirakkudes valgusiinteesi
inhibitsiooni ning raku kasvu peatumist. On vdirkaliet ribosoomidele seondunud
makroliidide po&hjustatud peptididl-tRNAde kuhjuntiseakku vabade tRNAde varu
ammendub. tRNAde normaalse taaskasutamiseoli rakkudes tagab enstum peptiduil-
tRNA hidrolaas. Selleks, et makroliid paaseks woaosile, peab ta esmalt difundeeruma
labi raku membraani. Gram-negatiivsete bakteriteimembraanides on aga valjavoolu
pumbad, mis pumpavad vélja vaga erinevaid rakuksilisi aineid. Seal hulgas ka
makroliide. Uks olulisemaid pumpasid on AcrAB-To#Qsteem. Membraani labitavus ja
l[&bi pumpade rakust valjutamise kiirus voivad adlalised erutromditsiini resistentsuse

tekkimisel ribosoomivalkude L4 ja L22 resistentsusatsiooniga tiivedes.

Kaesoleva t60 eesmargiks oli uurida kahte aspekiraliidide pdhjustatud bakterite kasvu
inhibitsioonis: josamuitsiini ja erttromutsiini pdisfatud bakterite kasvu inhibitsiooni ja
Pth  Uleekspressiooni pdhjal hinnata peptididl-tRBAdkuhjumise rolli  ning
membraanipumpade ja resistentsusmutatsioonide drabsta seost resistentsuse
kujunemisel.

Labiviidud eksperimentide tulemused voib kokku ag#rgnevalt:

1) Josamiitsiini indutseeritud peptidtul-tRNAdg@rgp-off”’i m&ju uurimine bakterite
kasvule naitas, et tivedes, kus toimus Pth Uleeksmon, oli bakterite kasv
josamutsiini juuresolekul mérksa edukam. Pth Ulpedssiooniplasmiidi mitte
sisaldavate tuvede kasv oli josamdtsiinile tundiiku

2) Samas eritromutsiini suhtes Pth Uleekspressiodstertsust ei andnud — kdigi
tivede kasv oli samavéaarselt inhibeeritud.

Jarelikult erttromatsiini pdhjustatud kasvu inhsimon tuleneb otseselt ribosoomi
peatamisest. Josamdutsiini toksilisuse pOhjus bisgkeron mojutatud peale ribosoomi
peatamise ka peptiditl-tRNAde akumuleerumisestebiatkdkku.
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3) Resistentsusmutatsioonide ja membraanipumpade tmlista seoste uurimiseks

4)

tehtud katsed naitasid, et ribosoomivalkude L4 2 lmutantsed tlived omasid
erutromutsiinile resistentsust vaid siis, kui ralambpraanis oli olemas terviklik
AcrAB-TolC valjavoolupumba ststeem. KromosoomistiC vOi acrB geeni
deleteerimine muutis koik katses kasutatad coli tived eritromutsiini suhtes
tundlikuks. Siiski acrB deleteerimisel jai moningasel mé&aral ribosoomide
mutatsioonide efekt naha, jarelikult polnud pumié tdielikult hairitud. Sellest, et
tolC deletsioon muutis tundlikuks ka erttromutsiinilsistentsed bakterittived, voib
jareldada, et erutromutsiiniresistentsuse tekkeksva@ad membraaniga seotud
sundmused olema kiired. AcrAB-TolC pumba olemasolpumbatakse
erutromatsiin kiiresti valja ning raku tundlikkuseritromatsiini suhtes maarab
erutromatsiini seondumiskineetika ribosoomitelC puudumisel antibiootikumi
rakust vélja ei pumbata ning niid on oluline ralasvu inhibeerimiseks, kui
kiiresti saab erutromutsiini rakku sellises kogusewmis suudaks hakata
valgusunteesi parssima.

AcrAB-TolC sisteemis olulisem komponent néib oleélalC, mille inaktiveerimise

puhul oli bakterite tundlikus eritromutsiinile sear kui AcrB inaktiveerimisel.
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SUMMARY

The role of peptidyl-tRNA accumulation and membranepumps in the inhibition of

cell growth by macrolide antibiotics

Eliisa Lukk

It is known that macrolides cause the inhibitionpobtein biosynthesis that leads to the
reduction of cell growth. It has been suggestetttiese compounds induce dissociation of
peptidyl-tRNA from the ribosome. Accumulation ottheptidyl-tRNA causes depletion of
the free tRNA pool. The normal recycling of tRNAs.Escherichia colis assured by the
enzyme peptidyl-tRNA hydrolase (Pth). In order todbto the the ribosome the macrolide
has to first diffuse through the cell membrane.fsreegative bacteria are characterized by
a protective double-membrane system and have tembnane efflux-pumps. These
pumps determine resistance to many toxic compoundsiding macrolides. If. coli the

AcrAB-TolC efflux-pump plays a major role in resiste to antibiotic.

The aim of this study was to investigate two aspeé€tbacterial growth inhibition caused
by macrolides: first, to determine the role of peydttRNA accumulation in the inhibition
of cell growth caused by josamycin and erythromyeimd second, to estimate the
relationship between membrane pumps and resistantaions.
The results of this study are:

1) Pth overexpression gives resistance to josamycin.

2) The same experiment with erythromycin did not dikke same results — the Pth

overexpression did not provide resistance to eoytlycin

Therefore, the growth inhibition caused by erythyom is caused by direct inhibition of
ribosomes. The toxicity of josamycin to bacteri@ll€ is caused by the inhibition of

ribosomes and also by the accumulation of peptidiNAs inside the bacterial cell.
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3) Strains with mutant L4 and L22 ribosomal proteinsr@vresistant to erythromycin
only if the cell membrane contained an intact AckABIC efflux pump system.
The L4 and L22 mutations did not confer erythromyecesistance in théolC
background. Thus, it can be concluded that to endwe resistance to erythromycin,
the membrane-involved processes must be rapid.eTisea lack of difference
among the wild-type and mutants in téC deletion-mutant strains.

4) In the AcrAB-TolC system, the TolC component seeémbe the most important,
because in the case wiC mutants, the sensitivity of bacteria to erythromyis

greater as compared to therB knock-out strains.
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Suurimad tdnud minu juhendajale Tanel Tensonilep&ksentaalse t66 suunamise ja
kasulike nBuannete eest magistritdd kavandamise t80 kirjutamisel. Tanan ka Aksel

Soosaart abi ja juhendamise eest praktilise to8taedsel ning koiki teisi meie labori

inimesi abi ja sObraliku 6hkkonna eest.

69



