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Funkcionalna karakterizacija CmbT transportera odgovornog za viSestruke
rezistencije na strukturno razli¢ite supstrateu soju Lactococcus lactis subsp.
cremoris MG1363

REZIME

Lactococcus lactis pripada grupi bakterija miee kiseline (BMK) i ima
dugotrajnu primenu u prehrambenoj industriji kaarter kultura, najvisSe u proizvodniji
tvrdih i polutvrdih sireva. Kakd.. lactis ima kljucnu ulogu u formiranju ukusa i
teksture finalnog proizvoda, a doprinosi i prodyderrajnosti namirnica, veliki
ekonomski i industrijski zn@mj doveo je do toga da su laktokoke predmet stalnog
izucavanja. lako se generalno smatraju bezbednim mikroorgammani mnogi
istraziva&i ukazuju nacinjenicu da laktokoke, kao i druge bakterije tme kiseline
mogu biti rezervoar gena za rezistenciju. U ciluesavanja Sirenja ovakvih gena na
druge bakterije intestinalnog trakta ili patogersktbrije prisutne u hrani, od velikog
zn&aja je iz&avanje mehanizama rezistencije, posebno kod laktokamenjenih za
prehrambenu industriju.

Analizom genomad.. lactis detektovano je prisustvo 40 potencijalnih gena za
MDR (eng. multidrug resistance) transporteregeda su svega dva ABC transportera,
LmrA i LmrCD i jedan MFS transporter, LmrP funkcedno okarakterisani.

Istrazivanja prikazana u ovom radu su imala zadaljse okarakteriSe CmbT
(eng. Cysteine and Methionine Biosynthesis Trarteppmprotein, potencijalno novi
MDR transporter u soju. lactis.

Gen cmbT identifikovan je po prvi put prilikom iztavanja regulacije
metabolizma sumpora u. lactis. Primenom razéitih kompjuterskih programa,
pokazano je dambT kodira transmembranski integralni efluks protemli¢ine 454
aminokiseline) koji pokazuje homologiju &&novima 2.A.1.3.X supstrat/Hantiporter-

2 subfamilije.
Prvi korak u funkcionalnoj karakterizaciji CmbT pema bio je kloniranje i

ekspresijacmbT gena poméu precizno regulisanog NICE (eng. Nlisin Controltgzhe



Expression) sistema. Rezultati dobijeni RT-PCR ist¥m blot analizama pokazuju da
su poj&ana ekspresijambT gena i povéana koltina CmbT proteina dobijeni nakon
dodatka subinhibitornih koncentracija nizina u maui

Transportni eseji utkeni u prisustvu velikog broja strukturno ré&#ih supstrata
pokazali su da CmbT obezhge rezistenciju laktokoka na linkomicin, holat,
sulbaktam, etidijum bromid, Hoechst 33342, sulfamha streptomicin, rifampicin,
puromicin i sulfametoksazol. Pored toga, in vitransportni eseji pokazali su da
pojatana ekspresija CmbT proteina dovodi do pafeng izbacivanja etidijum bromida i
Hoechst 33342 izelije, u pordenju sa kontrolnim sojentime je potvidena efluks
aktivnost CmbT transporter&@ored toga, dodatak jonofora valinomicina i nigeac
inhibira efluks Hoechst 33342 i&lije, na osnovitega se moze zakljii da CmbT
transporter pripada grupi protonskih pumpi.

U cilju odreiivanja fizioloSke uloge CmbT transportera kod l&kica, merena
je produkcija tiola kod soja koji pajano eksprimira CmbT L. lactis NZ9000
kontrolnog soja u prisustvu i odsustvu metionicgsteina (10 x metionin/cistein i 0,1 x
metionin). Rezultati su pokazali da poaea sinteza CmbT proteina 2afmo utte na
produkciju tiola u medijumu sa 0,1 x metioninom.

Pored toga, pran je rast sojevi. lactis NZ9000 iL. lactis NZ9000/pCT50 koji
pojatano eksprimiracmbT u bogatom i hemijski definisanom medijumu u prigus
metionina i metionina i cisteina. Napravljene suv&rrasta, a nakon izZtanavanja
odgovarajdih vremena generacije, dobijeno je da lactis NZ9000/pCT50 koji
pojatano eksprimiracmbT, brze raste u odnosu na divlji soj. Ovakva razhkaze biti
posledica aktivnosti CmbT transportera koji dopsin@abacivanju toksinih agenasa iz
¢elije.

Jedan od ciljeva ove studije bio je i ispitivanpeaificnosti supstrata za CmbT
protein na molekularnom nivou. Koégn je indirektan pristup, koji se zasniva na
strukturnim karakteristikama samih supstrata i ofatdn 3D-QSAR studije (eng. 3D-
Quantitative Structure-Activity Relationship).

Formiran je homologni model CmbT proteina, optinviao i ispitan molekulsko
dinamikim studijama.Relativne rezistencije 21 testiranog jedinjenjai¥@ne su za
formiranje 3D-QSAR modela i selekciju molekulskireterminanti koje CmbT

prepoznaje.



Dobijeni rezultati pokazali su da je visok afinit€mbT proteina za etidijum
bromid, sulbaktam i sulfatiazol povezan sa odsustvaekoliko zn#ajnih
nefavorizovanih interakcija, dok je prisustvo veorspecifénih nefavorizovanih
interakcija izmdu tercijernog i kvaternernog N atoma u bacitraciapyamicinu,
novobiocinu, vankomicinu, kanamicinu, gentamicindobramicinu, prepoznato kao
glavni razlog smanjene RR vrednosti. Pored todalipacija CmbT vezujteg mesta u
membrani, kao i pozitivna korelacija izthe lipofilnosti (logDyxs,0 | RR vrednosti,
ukazuju na to da CmbT prepoznaje supstrate unipidnbg dvosloja. Leu331, Val357,
I Leu360 prepoznati skao aminokiseline ukligene u vezivanje liganda u aktivhom
mestu CmbT proteina.

Uzimajwi u obzir dobijene rezultate, moze se zaktjuda je CmbT novi MDR
transporter W. lactis, sa mogaom ulogom u metabolizmu sumpora, koji prepoznaje

supstrate unutar membrane.

Klju ¢ne refi: Lactococcus lactis, CmbT transporter, viSestruka rezistencija,
metabolizam sumpora, krive rasta, QSAR
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Functional characterization of the CmbT transporter responsible for multidrug
resistance on structurally different substrates of the strain Lactococcus lactis

subsp. cremoris M G1363

SUMMARY

Lactococcus lactis is a lactic acid bacterium (LAB) widely used asoastituent
of many industrial and artisanal starter culturaesdairy industry, especially for
fermentation of hard and semi hard cheeses. Tlgansm plays a key role in the
formation of flavour and texture of cheese angitservation and because of the great
industrial importance it has been the subject ohenous studies. Although they have
acquired the ,Generaly Regarded As Safe” (GRASHustamany investigators have
speculated that lactococci as well as other LAB raaly as reservoirs of antibiotic
resistance genes. The main threat associated lv@sie tbacteria is that they can transfer
resistance genes to intestinal microorganisms aand-&ssociated pathogenic bacteria.
In order to prevent and reduce the spreading ofrésestance genes, more studies of
multidrug resistance (MDR) transporters in lactatactended for use in food systems
are needed.

The genome analysis @f. lactis indicated the presence of at least 40 putative
drug transporter genes, but only two ABC transpsrtemrA, and LmrCD, and one
MFES transporter, LmrP, have been studied in detad all three have demonstrated
MDR activity experimentally.

The aim of this thesis was to investigate and dtaraze new MDR transporter
CmbT (Cysteine and Methionine Biosynthesis TrangppmL. lactis.

The cmbT gene was originally identified from a random mutaegs study of
cysteine and methionine biosynthesis regulatioh.ifactis. This gene is predicted to
encode an integral membrane efflux protein (454namacids) with homology to
members of the 2.A.1.3.X drug/Hantiporter-2 subfamily of the major facilitator
superfamily (MFS).

In order to follow the transport function of the 8mprotein, thecmbT gene

was cloned and over-expressedLinlactis NZ9000 using the nisin controlled gene



expression (NICE) system. Reverse-transcriptionymetase chain reaction and
western blot analysis revealed thambT transcript was successfully over-expressed
after addition of sub-inhibitory amounts of nisingrowing medium.

The results from cell growth studies revealed i@ CmbT protein has an
effect on the host cell resistance to lincomycimplate, sulbactam, ethidium bromide,
Hoechst 33342, sulfadiazine, streptomycin, rifanmpic puromycin, and
sulfametoxazole. Moreover, in vitro transport assahowed that over-expressed
CmbT-mediated extrusion of ethidium bromide and ¢thse 33342 was higher than in
the controlL. lactis NZ9000 strain. The CmbT-mediated extrusion of Hee@8342
was inhibited by ionophores nigericin and valinomyknown to dissipate the proton
motive force, which indicates that the CmbT-mediagxtrusion is based on a drug-
proton antiport mechanism.

To elucidate the physiological role of the CmbTnsjaorter in lactococcal cells,
the level of thiol groups in the supernatants cdistover-producing CmbT arid lactis
NZ9000 control strain, in the presence and absehnceethionine and cysteine (10 x
Met/Cys and 0.1 x Met, respectively) was monitoréde results showed that thiol
production in 0.1 x Met was significantly influertcby CmbT over-production.

Also, the growth curves okf. lactis NZ9000 and L. lactis NZ9000/pCT50
overexpressingmbT in the rich and chemically defined medium wereedw®ined.
Resulting doubling times revealed thatlactis NZ9000/pCT50 overexpressirgnbT
gene had higher growth rate comparing to wild typepably due to the CmbT efflux
activity which contributes to the toxin extrusianr the cell.

One of the aims of this study was the investigatdnthe CmbT substrate
specificity and its role as a proton motive forecesen drug efflux pump at a molecular
level. In that order, 3D-quantitative structurepaty relationship (3D-QSAR) study
was applied for selection of molecular determinaftsiultidrug recognition by CmbT.

Homology model of CmbT protein was constructedthiewr optimized and
finally examined by molecular dynamics study. Tlkedative resistance (RR) of 21
antibiotics (representing the CmbT affinity/subtrapecificity to various drugs) were
used for the 3D-QSAR study and prediction of thebCTrhinding sites.

The obtained results showed that high CmbT ai@igito ethidium, sulbactam,

and sulfathiazole could be related to the absentesignificant unfavourable



interactions. In contrast, the presence of speatfi@vourable interaction between two
hydrogen bond donor groups in bacitracin, apramyeiavobiocin, vancomycin,
kanamycin, gentamycin, and tobramycin is founddédthe main reason for their lower
CmbT affinities. In addition, membrane positiontioké CmbT binding site and positive
correlation between substrates lipophilicity (Igghy) and CmbT affinity strongly
indicates that CmbT recognizes its substrates withe membrane. Leu331, Val357,
and Leu360 residues were selected as amino acidévéd in ligand binding in the
active site of the CmbT.

Taking together these results, it can be conclutat CmbT is a novel major
facilitator multidrug resistance transporter caatkd in L. lactis with a possible
signalling role in sulphur metabolism, which reciagnthe substrates within the

membrane.
Key words: Lactococcus lactis, CmbT transporter, multidrug resistance, sulphur
metabolism, growth curves, QSAR
Scientific field: Pharmacy
Narrow scientific field: Pharmaceutical Microbiology

UDC number: 579.25 : 579.86 : 615.33 (043.3)
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LISTA SKRACENICA:

ANN - Artificial Neural Networks (veStake neuronske mreze)

GRAS -Generally Recognized As Safe (generalno se smatraju bezbednim)

MDR - Multidrug Resistance (viSestruka rezistencija)

MLR - Multiple Linear Regresion (multilinearna regresija)

NICE - Nisin Controlled Gene Expression System (nizinom kontrolisan sistem za
gensku ekspresiju)

ORF -Open Reading Frame (otvoren okvir¢itanja)

PCR -Polymerase Chain Reaction (lancana reakcija polimeraze)

PLS -Partial Least Squares Regresion (analiza parcijalnih najmanjih kvadrata)
QSAR -Quantitative Sructure Activity Relationships (kvantitativni odnosi strukture i
dejstva)

RMSE -Root Mean Square Error (srednja kvadratna greska)

RMSEE -Root Main Squared Error of Estimation (srednja kvadratna greSka procene)
RMSEP -Root Main Squared Error of Prediction (srednja kvadratna gresSka
predviianja)

TMS —Transmembarne Segments (transmembranski domeni)



Uvod

1. UVOD

Bakterije mle€éne kiseline (BMK) predstavljaju heterogenu grupu
mikroorganizama objedinjenih zajedkom osobinom da proizvode nilau kiselinu iz
laktoze. One imaju vaznu ulogu u industriji hrangrecesima fermentacije, a i@
kiselina i drugi produkti metabolizma poboljSavajius, aromu i teksturu finalnog
proizvoda. Pored navedenog, snizavanjem pH vregnasdéd sinteze méme kiseline,
kao i produkcijom bakteriocina koje sintetiSu n&dK, zaustavlja se razvoj patogenih
mikroorganizamagime se produzava trajnost proizvoda. Rodovi kojissestavaju u
BMK pripadaju redu Lactobacillales i ukljucuju: Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus, LactococcusStreptococcuskao i rodoveAerococcusCarnobacterium,
Enterococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, VageedcdNeisella Vrste roda
Bifidobacterium ranije ozna&avane kaolactobacillus bifidus razdvojene su od
bakterija mléne kiseline na osnovu sadrzaja guanina i citoZag/ mol%) i svrstane
u ,Actinomyces” granu bakterija (Slika 1) ( Scheifand Ludvig, 1995).

QOenococcus

Streptococcus
Lactococcus
Leuconostoc
Enterococcus,
Melissococcus,
Tetragenococcus

Vagococcus

Carnobacterium
Lactosphaera

Aerococcus

Weissella
Lactobacillus

Alloiococcus
Dolosigranulum

Propionibacterium

Bifidobacterium

Slika 1. Glavne filogenetske grupe bakterija e kiseline i srodnih Gram-
pozitivnih bakterija sa niskim (gornji deo) i vigok (donji deo) mol% G+C sadrzajem u
DNK (modifikacija prema Schleifer i Ludwig 1995).
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1.1. Bakterije mletne kiseline - RodLactococcus

Bakterije koje pripadaju roddLactococcusuglavnhom se mogu izolovati sa
bilinog materijala ili koZe Zivotinja, zbogega se smatra da je njihovo prisustvo u
mleku posledica kontaminacije u toku muze. dd&je prisutne laktokoke u svezem
mleku, siru i drugim mlkénim proizvodma suL. lactis subsp.lactis i L. lactis subsp.
cremoriskoje dostizu brojnost (> 2@CFU/g) ve& prvog dana proizvodnje i odrzavaju
ga tokom zrenja ragiitih sireva (Corroler et al., 1999). garvieaei L. raffinolactissu
takade detektovani u svezem mleku, kao i na kozi i ivslatava (Perez Elortondo et al,
1999; Lopez-Diaz et al., 2003). pisciumje izolovan iz lososa (Williams et al., 1990) i
vakumirane smrznute govedine (Sakala et al., 208@, seL. plantarumuglavnom
moze nai u biljnom materijalu. Kod ljudi ili Zivotinja, letokoke su prisutne n&gse
prolazno, jer nisu detektovane u zagom broju u fekalnom materijalu ili zemljiStu
(Roissart and Luquet, 1994).

L. lactis subsplactisi u manjoj meriL. lactis subsp.cremorisimaju dugotrajnu
primenu u prehrambenoj industriji kao starter kidtumogu se Koristiti pojediiao ili
u kombinaciji sa drugim bakterijama rnifee kiseline. Njihova glavna uloga u
proizvodnji hrane je snizavanje pH sredine, uglammodukcijom L-mléne kiseline.
Takade, one doprinose konzistenciji proizvoda produkuijegzopolisaharida, kao i
poboljSanju ukusa proizvodnjom arondath jedinjenja (alkohola, ketona, aldehida) ili
sintezom citrata metabolizmom aminokiselina (Sniille, 2005). Mogu se Koristiti |
kao konzervansi u prehrambenim proizvodima, jerjunggposobnost sinteze organskih
kiselina i bakteriocina, od kojih je najviSe kade#® i najbolje okarakterisan lantibiotik
nizin (Delves-Broughton et al.,, 1996). Njihova uodao probiotika je takie
razmatrana (Ouwehand et al., 1999).

Pored velikog zn&ja u prehrambenoj industriji, pojedine bakterijéedne
kiseline predstavljaju dobre kandidate za razvejhzioralnih vakcina.Lactococcus
lactis, najviSe izdavana BMK, ima veliku primenu u proizvodnji heterghih proteina,
ukljucuju¢i neke antigene bakterijskog i virusnog porekla qn et al., 2001;
Bermudez-Humaran and Langella, 2010).lactis je od posebnog zfaja za sintezu
funkcionalnih proteina koji se primenjuju oralner predstavlja nekomensalnu bakteriju

iz hrane, koja ne prezivljava u digestivhom tralidi i Zivotinja (Drouault et al., 1999;
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Geoffroy et al., 2000). Ranija istrazivanja su pta da genetki modifikovana
bakterija uneta oralno, moze stimulisati lokalniumski odgovor i sp«ati digestivhe
poremeéaje, cak i ako je antigen lokalizovan u citoplazmi (Wekd al., 1996).
Pretpostavlja se, da nakon lize bakterijsiadije u digestivnom traktu, dolazi do
oslobatanja citoplazmatnog sadrzaja, zbogega intenzitet lizetelija moze biti od
klju¢nog zn&aja za adekvatan imunski odgovor (Drouault et1&99).

Vrste rodalLactococcussu nagee klasifikovane kao GRAS (engl. Generally
Recognized As Safe) mikroorganizmi (Salminen et H98).L. lactis se ne moze
smatrati oportunistkim patogenom, poSto su registrovana samo dvaajsiu
endokarditisa u periodu od preko pedeset godinaofMet al., 1955; Mannion and
Rothburn, 1990)L. garvieaeje etioloSki agens laktokokoze, oboljenja koje zhv
mnoge vrste riba u morskim i slatkovodnim sredinarnarokuje zn&ajne ekonomske
gubitke, posebno u proizvodnji pastrmke (Vendrekle 2006). Takde se povezuje sa
mastitisom kod krava (Teixeira et al., 1996). Humarfekcije uzrokované. garvieae
su retke, s obzirom da je registrovano samo Se&tjeva endokarditisa i to kod starijih

ili imunokompromitovanih pacijenata (Fihman et aD06).
1.1.1. Taksonomija i klasifikacija laktokoka
Predstavnici roda Lactococcus su Gram-pozitivne, katalaza negativne,

asporogene, fakultativno anaerobne bakteti@ije su okruglog oblika (koke) praika

0,5-1um, a mogu biti pojedinme, u parovima ili grupisane u lance (Slika 2).

1pm 20000X

Slika 2. Elektronska mikrografija Lactococcus lactis preuzeto:

http://bioinfo.bact.wisc.edu/themicrobialworld/Leks04.jpg.
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Sadrzaj G+C u njihovom genomu je 34-43 mol% (Séklest al., 1985), dok im
je velicina genoma izm& 2300 i 2600 kb (Le Bourgeois et al., 1992).
Homofermentativni su mikroorganizmi, jer produkuj(+)-mlecnu kiselinu, kao jedini
produkt metabolizma glukoze.

Vrste roda Lactococcus pripadaju mezofilnim bakterijama 1 rastu na
temperaturama u rasponu od 10°C do 40°C, ali rte res 45°C paemu se razlikuju
od enterokoka (Elliott et al., 1991). Akerberg ianici (1998) pokazali su da lactis
proizvodi najvéu kolicinu mlecne kiseline iz glukoze pri temperaturi od 33,5°Grd?l
toga,L. lactis subsp.cremorisje osetljiv na temperaturu od 40°C, amu se razlikuje
odL. lactissubsplactis.

Optimalna pH vrednost za rast laktokoka je i2mé,3 i 6,9, ali je donja granica
u opsegu od 4,0 do 5,0, u zavisnosti od soja agasnedijuma (Kashket, 1987; Hutkins
and Nannen, 1993; Rallu et al., 1996). Kako je eikarakteristika BMK produkcija
mlec¢ne kiseline i snizavanje pH vrednosti medijuma,vetikog zn&aja za primenu
laktokoka u industriji je njihova otpornost na Kisesredinu. Primarni mehanizam,
kojim bakterije odrZzavaju pH homeostazu zasnivanse izbacivanju protona iz
citoplazme poméu H-ATP-aze (Kobayashi,1985). Glutamat dekarboksilazg
aminobutirat antiporter, arginin deaminazni puazgradnja citrata su dodatni procesi
koji doprinose odrzavanju pH homeostaze kodactis (Starrenburg and Hugenholtz,
1991; Sanders et al., 1998; Konings, 2002; Budim¥eil et al., 2004).

Laktokoke je prvi opisao Joseph Lister (1873), uqadi prvi put u istoriji ¢istu
bakterijsku kulturu. Nova bakterija je ozmma kao Bacterium lactis’| da bi kasnije
bila preimenovana &treptococcus lactifOrla-Jensen, 1919). Tokom 1980-ih godina
na osnovu sekvenciranja 16S rRNK izvrSena je podaigptokoka na tri geneki
razlicite grupe: Streptococcus sensu stricto, Enterococtcuksactococcus(Slika 3)
(Schleifer and Kilpper-Balz, 1984, 1987ecina vrsta koje su pripadale N grupi
streptokoka (Lancefield, 1933), prevedene su u modiLactococcusi na taj ndin
razdvojene od oralnih streptokoka, enterokoka i dlgminih streptokoka (Schleifer et
al., 1985) Ovoidni oblik laktokoka, nekada je teSko tufitia jer celije mogu biti
izduzZene i grupisane u lance (pogsgeaci na kokobacile), Sto je dovodilo do greSaka u
klasifikaciji nekih laktokoka i laktobacila (Stileend Holzapfel, 1997). Studija koju su

sproveli Schleifer i saradnici (1985) dovela je devolucionarnih reklasifikacija
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Lactobacillus xylosusu Lactococcus lactissubsp.lactis i Lactobacillus hordniaeu
Lactococcudactis subsphordniae

L. raffinolactis L. lactis

L. plantarum
L. garvieae
L. piscium

Streptococcus
Enterococcus

500

Slika 3. Filogenettko stablo vrsta iz rodaactococcusna osnovu 16S rRNK

dendograma (Vos et al., 2009).

Prema sadasnjoj klasifikaciji rdcactococcubuhvata 5 vrsta od kojih su neke
dosta neuolsajene:L. garviag koji je povezan sa nastankom oboljenja kod riba u
morskim i slatkovodnim sredinamd&, piscium izolovan iz lososal.. plantarum iz
smrznutog graska,. raffinolactis iz neobrdenog mileka L. lactis koji je podeljen u tri
podvrste cremoris, lactisi hordniae (Schleifer et al., 1985; Williams et al., 1990;

www.bacterio.cict.fy. Neki sojevil. lactis subsp.lactis imaju sposobnost da razlazu

citrat i sintetiSu komponentu diacetil koja dopshakusu fermentisanih proizvoda,
zbogcega su oznzeni kaolL. lactis subsp.lactis biovar diacetylactis (Schleifer et al.,
1985).

1.1.2. Zn&aj L. lactis vrsta

L. lactis podvrste su od velikog ekonomskog &ma i predstavljaju najviSe

komercijalno korisene BMK, zbogcega su njihove biohemijske i fizioloSke osobine
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predmet stalnog iZlavanja (Teuber et al., 1991). Mogu se izolovatirazlicitih
sredinskih izvora, ali se r@g&e vezuju za biljni materijal (Sandine et al., 19k su
im mleko i ml&ni proizvodi najprepoznatljivija staniSta. Sojewdjikpokazuju genotip
lactis podvrste ¢e&e se mogu izolovati iz navedenih niSa u odnosaremorisgenotip
(Klijn et al., 1995; Salama et al., 1995). Nekoliktudija pokazalo je da se sojevi
izolovani sa biljnog materijala razlikuju od mieh izolata po nemoguosti
degradacije kazeina, visokom nivou produkcije aikiiobnih supstanci i slabijoj
aktivnosti zakiSeljavanja (Smit et al., 2005).

Fenotipovi L. lactis subsp.lactis i L. lactis subsp.cremoris meiusobno se
razlikuju po tome Sto podvrstactis produkuje amonijak iz arginina, raste na 40°C i 4%
NaCl (Schleifer et al., 1985; Rademaker et al.,7Z20Biovar diacetylactis ima dodatnu
sposobnost da razlaze citrat, a kako je ova osaf@s#abilna, jer je kodirana genima
lociranim na plazmidu, klasifikovane su kao vasgjepodvrstel. lactis subsp.lactis.
Medutim, iako postoje brojne metode za razdvajanje genddigtés i cremoris genotip
i fenotip nisu uvek u korelaciji, 5to je dovelo dmjnih poteSkéa u taksonomiji ovih
vrsta (Tailliez et al., 1998). Usled toga, potreljrodefinisati genotip ofemorisili
lactis), kao i fenotip (cremoris, lactidi diacetylactis) da bi se adekvatno opisao svaki
pojedin&ni soj (Kelly et al., 2010).

L. lactis subsplactisi u manjoj meriL. lactis subsp.cremorisimaju dugotrajnu
primenu u prehrambenoj industriji kao starter kidtumogu se Koristiti pojediao ili
u kombinaciji sa drugim bakterijama nifee kiseline.L. lactis subsp.lactis se viSe
koristi u proizvodnji mekih sireva, dok e lactis subsp.cremoriskoristi za dobijanje
tvrdih sireva (Bolotin et al., 2001). Sojel. lactis subsp.cremoris imaju veliku
primenu u proizvodnji ,Cheddar” sira, kao dedra definisanih starter kultura, jer ne
uzrokuju nastanak gorkog ukusa (Heap, 1998). Bimtat diacetylactis razgradnjom
citrata doprinosi ukusu i aromi niza fermentisamiiecnih proizvoda, zbogega je
takaie ¢esta komponenta starter meSavina u industriji migkeap and Lawrence,
1984).

Zbog svog industrijskog zfaja, L. lactisje najviSe izdavan u okviru bakterija
mlec¢ne kiseline i postao je model organizam za ovu grugko je véina istrazivanja
izvedena na malom broju laboratorijskih sojeva klom@ iz mleka. Objavljene su

kompletne genomske sekvencetiri soja. M&u njima su dva soja bez plazmida
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(IL1403 i MG1363) na kojima se baziraju detaljnah®mijska i genetka izwtavanja

L. lactis vrste (Bolotin et al., 2001; Wegmann et al., 200I/e¢i sekvencirani soj
(SK11) koristi se kao starter kultura u proizvodsijeva i posedujeremorisi genotip i
fenotip (Makarova et al., 2006§ .etvrta sekvenca pripada lactis subsp.lactis soju
biljnog porekla (KF147), a takie je dostupan deo sekvence za drugi biljni izolat
(KF282) (Siezen et al., 2008, 2010). Rmjem genoma biljnih i mémih izolata,
naglasene su razlike u sadrZzaju gena koje se nagti igmeiu pojedinih sojeva u
okviru iste vrste (Siezen et al., 2008) i pokazada sekvenciranje jednog
reprezentativnog genoma, ne daje kompletnu slikegi#og repertoara vrste.

Pored primene u prehrambenoj industtiji, lactis ima veliki biotehnoloski i
medicinski zn&aj u proizvodnji heterolognih proteina (enzima tigena), a takde ima
potencijal da se primenjuje i kao Ziva vakcina (§elta and Le Loir, 1999). Postoji
nekoliko inducibilnih i konstitutivnih ekspresionikistema dostupnih z&. lactis
(Holmgren and Czerkinsky, 2005; Wells and Mercer2€@08; Bermudez-Humaran and
Langella 2010). Jedan od dege korig€enih ekspresionih sistema je NICE sistem
(engl. Nisin Controlled gene Expression systefijg je glavha komponenta nizinski
inducibilni promotor (Rsa) (de Ruyter et al., 1996b).

1.2. NICE sistem (engl. Nlisin Controlled gene Expssion system)

Pored tradicionalne primene u prehrambenoj indyssajevi L. lactis se sve
viSe koriste u biotehnolosSkim procesima. Zbog dostisti sekvence i lake rukovanja,
sojevi L. lactis vrste su nasli primenu u ekspresiji heterolognih genastmni su
razliciti, fino regulisani sistemi za gensku ekspresipd kGram-pozitivnih bakterija.
Jedan od najboljih i najvise koéEnih je NICE sistem u kojem nizin sluzi kao
inducibilni molekul (de Ruyter et al, 1996Db).

1.2.1. Komponente i funkcionisanje NICE sistema
Efikasan NICE sistem sastoji se od tri osnovna elgal (1) Gram-pozitivhog

soja koji eksprimiranisRK gene u dovoljnoj kodini; (2) nizina, kao inducibilniog

molekula i (3) plazmida koji sadrzi promotorski i@g nisA ili niskF gena, préen
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odgovarajdim restrikcionim mestima za kloniranje ciljnog gefde Ruyter et al.,
1996Db).

Nizin i regulacija biosinteze nizina.Nizin je antimikrobni peptid koji se sastoji
od 34 aminokiseline i produkuju ga neki sojevi grdt. lactis Pripada klasi |
bakteriocina (poznatih pod nazivom — lantibioticysled Sirokog spektra dejstva, ima
veliku primenu u prehrambenoj industriji kao prinbdkonzervans (Dodd and Gasson,
1994; van Kraaij et al., 1999). Lantibiotici su m@5 kDa) baktericidni peptidi, za koje
je karakteristino prisustvo neuobajenih aminokiselina lantioning;metil-lantionina i
brojnih dehidratisanih aminokiselina (Jack et 8895; Nes et al., 1996). Nizin je mali
(3353 Da), katjonski, hidrofobni peptid koji posgzljedan lantioninski &etiri B-metil-
lantioninska prstena i neudbjene ostatke poput dehidroalanina i dehidrobuatifihe
Vos et al., 1995; Kuipers et al., 1995). Postoje gvirodne varijante nizina, nizin A i
nizin Z, koje se razlikuju samo po aminokiselini paeiciji 27 (histidin kod nizina A i
asparagin kod nizina Z) (Mulders et al., 1991).

Nizin se inicijalno sintetiSe na ribozomima kao Kwesor, a potom podleze
enzimskim modifikacijama, nakafega se transportuje kroz citoplazmiati membranu
kao zreo molekul (Kleerebezem et al., 1997b). Bitezia nizina je kodirana klasterom
od 11 gena (Slika 4), od kojih je prvi gemsA(Z) odgovoran za sintezu prekursora
nizina. Ostali geni ukljgeni u sintezu proteina imaju ulogu u posttransiagjo
modifikaciji, translokaciji i obradi nizinan{sB, nisC, nisP i nisT), imunosti na nizin
(nisl, nisF, nis Ei nisQ) i u regulaciji ekspresije nizinskih genagRi nisK) (Kuipers et
al., 1995; Kleerebezem et al., 1999). Genski kiaséelrzi tri promotora, Ra, Phisr i
Pnisr, 0d kojih Risr pokre&e ekspresijunisR i niskK gena, dok Rsa i Prise promotori

ucestvuju u nizinom posredovanoj autoregulaciji.

PnisA IR PnisR PnisF
nisd nisB nisT nisC nisl nisP nisk nisK  nisFnisE nisG

Slika 4. Nizinski genski klaster. P-promotor, IR-intervabron, Risa | Pnisr

mogu se indukovati nizinom.
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Tokom ovog autoregulatornog procesa, nizin indukgaskripciju genskog
klastera za biosintezu nizina posredstvom dvokoraptrog regulatornog sistema, koji
ukljucuje histidin protein kinazu NisK i regulatorni peat NisR (Engelke et al., 1994;
Kuipers et al.,, 1995). Kada se nizin veZe za ekstwarni domen NisK, NisK se
autofosforiliSe i dalje prenosi fosfatnu grupu n&acelularni regulatorni protein NisR,
koji potom deluje kao transkripcioni aktivator NisF i indukuje ekspresiju gena
(Kuipers et al., 1993).

Celija doma¢in. Kao ¢elije domaini u okviru NICE sistema, n&g&e se koriste
derivatiL. lactissubsp.cremorisMG1363, soj NZ9700 (Kuipers et al., 1993, 1998) koj
se ¢esto koristi kao izvor nizina za indukciju u NICEtemu i soj NZ9800 koji je
derivat NZ9700 i u kome su deletiratetiri nukleotidanisAgena (Kuipers et al., 1993),
zbog ¢ega ovaj soj ne produkuje nizin. Transkripcija m&kog operona u ovom soju
moze biti reaktivirana dodatkom subinhibitornih ikela nizina u medijum u toku
logaritamske faze rasta (Kuipers et al., 1995). {@yedan od prvih sojeva koégnih u
NICE sistemu, jer obezhigje potrebne regulatorne genaisK i nisR i imunost na
nizin. Danas, jedan od rage kori&enih sojeva za gensku ekspresiju indukovanu
nizinom je NZ9000, dobijen ugradnjomsK i nisR genau pepNgen soja MG1363
(Kuipers et al., 1998).

Osim kodL. lactis NICE sistem se moze primeniti i kod nekih dru@ham-
pozitivnih bakterija sa niskim GC-sadrzajem pogLguconostoc lactjsLactobacillus
brevis Lactobacillus helveticysLactobacillus plantarum Streptococcus pyogenes
Streptococcus agalactia&treptococcus pneumonjdenterococcus faecalisBacillus
subtilis(Kleerebezem et al., 1997a; Pavan et al., 2000).

Plazmidni vektor. Plazmid za ekspresiju gena indukovanu nizinom nuza
sadrzi Risa ili Pnise promotorski region koji omogava nizinsku indukciju. Postoji
veliki broj dostupnih plazmida (Kuipers et al., 8J9a najeXe kori€eni plazmidi
zasnivaju se na pSH71 replikonu koji nosi getheti determinantu rezistencije na
hloramfenikol i moZe da replikuje u ragtim Gram-pozitivhim bakterijama kao i u
vrsti Escherichia colide Ruyter et al., 1996b; Eichenbaum et al., 1998)

Konstruisana su dva tipa vektora: (1) transkripcifozioni vektor kori€enjem
gusA (B-glukuronidaza) gena kao reporterskog gena (nprZ89120) i (2) Risa
translacioni fuzioni vektor (npr. pNZ8048) (de Rerytet al., 1996b). Translacioni
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fuzioni vektor sadrzi Rsa promotorski region, mesto za kloniranje neposredno
nizvodno, a ciljni gen poseduje sopstveni startdkodli Ncd restrikciono mesto
(CCATGG) koje sadrzi start kodon ATG uneto nizvodno odnpotorskog regiona
(Slika 5) (Zhou et al., 2006).

A

=

Puza MCS ciljni gen

B

rkd(CCATGG)

Pria ciljni gen

Slika 5. Vektori za ekspresiju cilinog gena: (A) ciljni ggroseduje sopstveni
start kodon; (B) start kodon u okvirNcd restrikcionog mesta. \Ra: inducibilni
promotor zanisA MCS: mesto za kloniranjelcd: restrikciono mesto za inserciju
ciljnog gena.

Funkcionisanje NICE sistema.Funkcionisanje NICE sistema, zasniva se na
mehanizmu auto-regulacije nizinske genske ekspresipeni dvokomponentnog
signalnog sistemaisK i nisRizolovani su iz nizinskog genskog klastera i dgra u
hromozomL. lactis subsp.cremorisMG1363 (nizin-negativan) i dobijen je soj NZ9000
(Kuipers et al., 1998). Dodavanjem subinhibitoreadentracije nizina (0,01-10 ng/ml)

u medijum u toku logaritamske faze raéédija, dolazi do vezivanja nizina za receptor
NisK, koji fosforilacijom aktivira NisR. AktiviraniNisR indukuje Rsa promotor na
plazmidu (npr. pNZ8113) iza koga se nalazi ciljenga sintetisani produkt se moze
zadrzati u citoplazmi, membrani ili se osloboditbkolni medijum (Slika 6) (Mierau
and Kleerebezem, 2005).

10
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Slika 6. Princip rada NICE sistema.

1.2.2. Primena NICE sistema

NICE sistem se pokazao kao veoma ptaktii naSao je primenu u oblasti

farmacije, medicine i prehrambene industrije (Lérled al., 2001).

Ekspresija prokariotskih i eukariotskih membranskih proteina. Osobine

koje NICE sistem U. lactis¢ine pogodnim za ekspresiju i gr&avanje proteina su:

a)
b)

c)

d)

g)

brz rast laktokoka koji ne zahteva aeraciju;

zadovoljavajda efikasnost transformacije i stabilnost konstmiisavektora za
genetéke manipulacije;

dostupni su fino regulisani promotorski sistemiji kuimogutavaju ekspresiju
toksiénih genskih produkata;

nivo ekspresije membranskih proteina je reprodiabi

eksprimirani membranski proteini su vezani iskjw za citoplazmatinu
membranu i do sada nije opisano prisustvo inkluzogia;

laktokoke imaju slabu proteoktu aktivnost;

poseduju jednu (citoplazmatiu) membranu, Sto omo¢ava direktnu primenu
jonofora, liganada i metabokih inhibitora za protavanje aktivnosti proteina u

intaktnojceliji;
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h) membranski proteini se lako ekstrahuju iz membnars&okom spektru blagih

deterdzenata (Kuniji et al., 2003).

Pored toga, i2a promotor je izuzetno fino regulisan i nivo eksgeemoze biti
kontrolisan koltinom dodatog nizina.

Mnogi prokariotski i eukariotski membranski proteirsu eksprimirani
koris¢enjem NICE sistema, ukkuju¢i ABC transportere, ABC efluks pumpe, MFS
transportere i humani KDEL receptor i transport@urji et al., 2003). Nivo ekspresije
ovih proteina se zwajno razlikuje i najeXe je u opsegu 1-10% od ukupnih
membranskih proteina, ali su uvek dobijeni u fuokeailnoj formi i u dovoljnim
kolicinama za biohemijske i biofigke analize (Zhou et al., 2006).

Ekspresija homolognih i heterolognih gena.NICE sistem je kori&n za
ekspresiju gena razltog porekla (iz Gram-pozitvnih, Gram-negativnileukariotskih
¢elija) u cilju prokavanja metabaike i enzimske funkcije, kao i za proizvodnjucNe
kolicina nekih enzima koji se primenjuju u medicini, nielogiji ili prehrambenoj
industriji. Na primeru homolognogepNgena kod.. lactis pokazano je da je moga
produkcija proteina i do 50% od ukupniblijskih proteina bez formiranja inkluzionih
tela (de Ruyter et al., 1996b). Beta-glukuronidagam je u Gram-negativnoj bakteifi
coli eksprimiran u koliini i do 20% od ukupnikeelijskih proteina (de Ruyter et al.,
1996a). Pored toga, NICE sistem je kéei$ i za izdavanje genetike i biologije
patogenih bakterija (Waters et al., 2004; Rigodasl., 2004).

Kloniranje i ekspresija toksiénih gena. Ekspresija gena u NICE sistemu je
striktno regulisana, bez vidljive ekspresije u wmleikovanom stanju, Sto omogava
sintezu letalnih proteina. U tom smislu, veliki @otijal primene je u razvoju
autolitickih starter kultura da bi se ubrzalo zrenje sinaalcelija starter kultura u toku
fermentacije i procesa zrenja, igra vaznu ulogwasnifem razvoju ukusa sira. Kontrola
nivoa autolize je od velikog zdaja, jer zrenje sira prirodnim putem moze biti spor
skup proces. Proizvodnja likih proteina i eksterno stimulisani inducibilni tes za
lizu ¢elije, predstavljaju atraktivan pristup za precixauntrolu lizec¢elija starter kulture
u toku zrenja sira (Hickey et al., 2004). De Ruytezaradnici (1996b) primenili su
NICE sistem za ekspresiju holina i lizina poreklanfiagad®US3 uL. lactis

Ekspresija bakteriocina. Sa povéanjem svesti o Stetnosti patogena i hemijskih

konzervansa poreklom iz hrane, bakteriocini dobijaye véi znaaj kao prirodni
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antimikrobni agensi koji produzavaju trajnost namua. Razvoj NICE sistema
omoguio je povéanu ekspresiju bakteriocina i prenos gena za hiEminbakteriocina

u druge vrste (Horn et al., 1998). Na primer, peitioPA-1 je pripada klasi Il
bakteriocina koji produkujéediococcus acidilactici pokazuje snaznu antimikrobnu
aktivnost prema vrstama rodlisteria, cesto prisutnim u hrani. Zbog toga je ekspresija
pediocina PA-1 u soju poreklom iz mleka od velikogtaja (Rodriguez et al., 2002).
Horn i saradnici (2004) eksprimirali su aktivan BA4 L. lactis pod kontrolom Rsa

promotora.

1.3. Rezistencija na antibiotike

Od uvaienja antibiotika, najua pretnju za primenu antimikrobnih agenasa
predstavlja razvoj rezistentnih patogenih baktefjaseban problem je u nepravilnoj
primeni antibiotika kao i u moguosti bakterija da vrSe horizontalnu razmenu gena
odgovornih za rezistenciju. lako $e lactis smatra nepatogenim mikroorganizmom,
usled duge istorije bezbedne primene u industrgnk, novije hipoteze o rezervoarima
rezistencije ukazuju da korisne i komensalne bagker populacije u hrani i
gastrointestinalnom traktu (GIT) ljudi i zivotinjaogu imati ulogu u horizontalnom
transferu genatkih determninanti rezistencije na antibiotike (®aby et al., 2004).
Potvideno je da je transfer gena Siroko rasprostranjen wuivo uslovima izméu
bakterija gastrointestinalnog trakta, kao i izimeébakterija gastrointestinalnog trakta i
patogena, jer su identii geni za rezistenciju prodani u razl€itim bakterijskim
vrstama (Scott, 2002). Zapravo, sagamo se sa moguoiu dacée veina patogenih
bakterija Stetnih po ljudsko zdravlje postati reaisna na postoje antibiotike.

Lanac ishrane se smatra jednim od glavnih puteaasinisije rezistencije
bakterija na antibiotike u okviru zivotinjskih i polacija ljudi (Witte, 1997). Odnosno,
fermentisani mléni prizvodi i meso, koji se pre upotrebe ne dija termiki,
predstavljaju direktnu vezu izrde animalne mikroflore i bakterija gastrointestirain
trakta ljudi coveka. 1998. godine pokrenut je ROAR (engl. ResesvOf Antibiotic

Resistance) projekathitp://www.apua.ory u cilju unaprdenja studija o selekciji i

Sirenju nepatogenih bakterija koje pokazuju renisfa na antibiotike méu ljudima i u

prirodnom okruzenju. lako ¢@a bakterija mléne kiseline poseduje GRAS status,
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potencijalni rizik po zdravlje, usled transfera gema determinante rezistencije na
antibiotike sa BMK sojeva na bakterije koje su d&d-a, a time i na patogene, ipak
postoji.

Fermentisani mki proizvodi sadrze starter kulture i ove baktedfEspevaju u
gastrointestinalni trakt ljudi gde interaguju sa&wrom florom (Mathur and Singh,
2005). Usled toga, iziavanje prisustva gena za rezistenciju kod sojeyiaskokoriste
kao starter kulture, kao i potencijalnog transfevéh gena na patogene su od velikog
zn&aja.

Laktokoke se generalno smatraju nepatogenim migeoemima, ali su
evidentirani pojedini skajevi nastanka infekcije.. garvieaemoze dovesti do pojave
mastitisa kod krava, infekcija kod riba kao i dostamka humanih infekcija poput
septikemije, osteomijelitisa i endokarditisa kodumokompromitovanih pacijenata
(James et al.,, 2000; Mofredj et al., 2000). U takwslwajevima, uspesSna terapija
antibioticima je neophodna. Kako antibiotici imajeliku primenu i u veterini, npr. u
prevenciji i terapiji mastitisa kod krava, moze¢iddo sticanja rezistencije kod vrsta
rodalLactococcugpod dejstvom selektivnog pritiska. Walther i saiad(2008) testirali
su osetljivost na antibiotike predstavnika vrsidalactococcugL. lactisi L. garvieag
izolovanih iz kravljeg mleka i detektovali rezistgo na tetracikline, klindamicin,
eritromicin, streptomicin i nitrofurantoin. Tetr&bin rezistentni sojevL. garvieaei L.
lactis posedovali suet(M) i tet(S) gene.L. lactis sojevi rezistentni na klindamicin
pokazivali su i rezistenciju na eritromicin i posedli suerm(B) gen. Rezistentni sojevi
laktokoka izolovani su i iz sira (Florez et al.,08). Jedan od tih soje\a lactis K214
nosi plazmid pK214 na kome se nalazi gen za remgtena tetraciklintet(S), zatim
gen za hloramfenikol acetiltransferazat,c2os gen za streptomicin adenil transferazu
stri gen za MDR (engl. multidrug resistance) trantggrandiA) (Perreten et al., 1997).
Za Mdt(A) protein pokazano je da doprinosi rezistgma makrolide, linkozamide,
streptogramine i tetracikline kod.. lactis (Perreten et al.,, 2001). Drugi MDR

transporteri opisani kod. lactissu LmrA, LmrP i LmrCD.
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1.3.1. MDR transporteri

Otkrice i primena antibiotika, predstavljaju jedan odznajajnijih koraka u
kontroli infektivnih bolesti u dvadesetom veku. &&im, pojava i Sirenje rezistencije
na antibiotike kod patogenih bakterijéinilo je mnoge dostupne antimikrobne agense
neaktivnim. Rezistencija ovih mikroorganizama rj& ogranéena samo na odteni
lek ili njegove analoge, ¥ei na strukturno i funkcionalno raziia jedinjenja i ovaj
fenomen je nazvan viSestruka rezistencija (engltidnug resistance - MDR). Bakterije
su razvile raztiite mehanizme da bi izbegle tokse efekte antibiotika i drugih agenasa,
a kratak pregled dat je u nastavku.

(1) Inaktivacija antibiotika je jedan od glavnih mehanizama rezigjema -
laktamske antibiotike. Mnoge Gram-pozitivhe i Graegativhe bakterije produkuju
ovakve enzime i identifikovano je viSe od 200 r&tih B-laktamaza. Na primer,
inaktivacija penicilina posredovana je penicilingza koje katalizuju hidrolizup-
laktamskog prstena (Rasmussen and Bush, 1997)i poagati enzimi koji dovode do
inaktivacije leka su hloramfenikol transferaze, kaenzimi koji vrSe fosforilaciju,
adenilaciju ili acetilovanje aminoglikozidnih antiika (Shaw et al., 1993).

(2) Drugi zn&ajan mehanizam rezistencije ignena ciljnog mestadelovanja
antibiotika, mutacijom ili enzimskom modifikacijorasled¢ega se antibiotik ne moze
adekvatno vezati i ispoljiti svoje toksio dejstvo (Spratt, 1994). Rezistencija na
peniciline, mozZe biti posledica mutacije u peniciliezujkem proteinima (PBP) koji
imaju vaznu ulogu u sintezi peptidoglikana (Sprb994).

(3) Pored togaslabo propustljiva spoljasnja membrana Gram-negativnih
bakterija ograriava difuziju razkitih toksicnin agenasa weliju (Nikaido, 1994).
Gram-pozitivne bakterije su obavijene debelim stojpeptidoglikana koji je manje
efikasan kao barijera u paenju sa spoljasnjom membranom Gram-negativnih
bakterija. To je i jedan od razloga Sto su Gramipa®e bakterije osetljivije na dejstvo
razlicitih toksiénih agenasa (Vaara, 1992). Propustljivost spolga$ngmbrane moze
dodatno biti smanjena gubitkom porina (Medeiroalet1987). Mdutim, ove barijere
ne mogu spréti agens da ispolji svoj tok&ni efekat kada jednomde uéeliju.

(4) Aktivni efluks supstrata je jedan od esencijalnin mehanizama kojim se

obezbduje zn&ajan nivo rezistencije (Levy, 1992). Efluksne pungee membranski
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proteini koji izbacuju antibiotike i druge tokse agense iZelije i tako smanjuju
njihovu inracelularnu koncentraciju. Neki transgoit poput tetraciklinskih efluks
proteina, speciéni su za tano odreeni lek ili grupu (engl. specific drug transporters
SDR). Nasuprot njima, postoje transporteri koji pmznaju suspstrate radtih
hemijskih struktura (engl. multidrug resistancensporters-MDR) (Lewis et al., 1997).

Mnogi antikancerogeni lekovi, poput vinka alkaloi@é&nkristin, vinblastin),
antraciklina (daunorubicin, doksorubicin) i citosakih jedinjenja kao Sto su kolhicin,
rodamin i etidijum bromid (EtBr) se izbacuju iz li&ih tipova ¢elija (Bradley et al.,
1988). Aktivni efluks supstrata kao mehanizam tenisije prvi put je opisan kod MDR
tumorskihcelija (Dang, 1973).

Kod bakterija, rezistencija na antibiotike uzrokoaazbacivanjem leka prvi put
je otkrivena kod sojev&. coli otpornih na tetraciklin (McMurry et al., 1980). #at
nekoliko rezistentnih sojeva bakterija je izolovaselekcijom rasta na pojeditram
toksiknim agensima (poput tetrafenilfosfonijuma (TRRetidijum bromida, rodamina
6G), koji su pokazivali ukrstenu rezistenciju najhe strukturno raztite agense, zbog
¢ega su ozngeni kao MDR mutanti (Midgley, 1986; Bolhuis et d1994).

Na osnovu bioenergetskih i strukturnih kriterijunda, sada poznati eukariotski i
prokariotski transporteri su podeljeni u dve gripkka 7):

unutra

supstrat

ADP H+
+ Pi

Slika 7. Sematski prikaz dve glavne klase MDR transportéfd. ABC-tip
transportera koristi energiju dobijenu hidrolizondeaozin trifosfata (ATP) za
izbacivanje supstrata izvatelije. (B) Sekundarni MDR transporter posreduje u

izbacivanju strukturno ragiitih supstrata u zamenu za pozitivno naelektrisan |
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(1) primarni transporteri, koji dobijaju energijudiolizom ATP-a (engl. ATP-
Binding Cassetté&BC) (Putman et al., 2000) i

(2) sekundarni transporteri kod kojih je transgupstrata povezan sa razmenom
protona (engl. Proton Motive Forcd?MF/ Sodium Motive Force - SMF) (Marger and
Saier, 1993; Lewis, 1994).

1.3.1.1.Primarni, ATP-zavisni transporteri

ABC transporteri su integralni membranski protekoji aktivno transportuju
hemijski razléite supstrate kroz lipidni dvoslajeliiske membrane (Holland et al.,
2003). Klinkki znaajni predstavnici ABC transportera kod ljudi su Ika@protein i
ABCCL1 protein koji doprinose rezistenciji kanceroifecelija katalizuji¢i izbacivanje
citotoksiénih jedinjenja koja se primenjuju u terapiji karcefGottesman and
Ambudkar, 2001). U bakterijama, ABC efluks proteimbacuju razliite supstrate,
ukljucuju¢i i antibiotike, dok importeri omogavaju preuzimanje esencijalnih
hranljivih materija. Prvi okarakterisan bakterijgkBC efluks transporter je LmrA kod
L. lactis(Bolhuis et al., 1994), za koji je pokazano da mioizifunkcionalna zamena za
P-glikoprotein kada se eksprimira u fibroblastinhacp (van Veen et al., 1998).

Tipican ABC transporter sastoji se &etiri domena: dva transmembranska
(TMD), koji omogutavaju transport supstrata kroz membranu i dva leigopaténa
NBD (engl. Nucleotide-Binding Domains-NBD) domeikaja obezbéuju energiju za
transport supstrata hidrolizom ATP-a (Hyde et H990). Strukturna organizacija ovih
domena moze biti u obliku pojeditreog proteina, homo- ili heterodimera ili
multikomponentnog sistema (Higgins and Gottesmaa2)L

TMD domeni se n@p&e sastoje od Sest transmembranskifeliksa. Ovakva
organizacija je potdena u kristalnoj strukturi MDR transportera $taphylococcus
aureus Sav1866 (Dawson and Locher, 2006). dMiem, neki ABC transporteri
odstupaju od uobajene 6 + 6 organizacije, poput BtuCD subjedinicsiema za
preuzimanje vitamina 8, koje poseduju po 10 transmembranskiheliksa (Locher et
al., 2002). Pokazano je da ne moraju gheliksi da @estvuju u osnovnoj funkciji
transporta kroz membranu, dvenogu imati ulogu u regulaciji ili ubacivanju sufga

kroz membranu (Higgins, 2001). Transmembranski dwmfermiraju prolaz za
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supstrate i odgovorni su za spegifst transportera posedovanjem mesta za vezivanje
supstrata. Nivo identnosti sekvence izndet TMD razlicitih ABC transportera je dosta
nizak, cime se objasSnjava velika razlika u supstratima kogpoznaju (Lubelski et al.,
2007).

Zbog mesta za vezivanje nukleotida, NBD predstanggveti konzervisani
domen ABC transportera. On deluje kao pokildtdeo, koji vezuje i hidrolizuje ATP u
cilju obezbdivanja konformacionih promena u TMD, koje potom @usavaju
transport supstrata kroz membranu (Lubelski et28lQ7). NBD domen sadrzi visoko
konzervisane aminokiselinske sekvence, Walker Anmd@ive za vezivanje nukleotida.
Fosfat vezujaa petlja (P-petlja) ili Walker A motiv (G-X-S/T-G-X%-K-S/T-S/T) je
bogat glicinom i préen jednim a-heliksom. Ostali delovi u okviru ove strukture
interaguju sa fosfatnim grupama i magnezijumovimojm vezanog Mg-nukleotidnog
kompleksa (Smith and Rayment, 1996). Walker B mjgtiszn&en kao h-h-h-h-D, gde
je ,h* hidrofobni ostatak. Mutagenezom gena za ABghsporter dobijeno je da su lizin
(unutar Walker A domena) i aspartat (u okviru Wallg2 domena) esencijalni za
hidrolizu ATP-a i zamena ovih aminokiselina dovddi smanjene hidrolize (Schneider
and Hunke, 1998).

Pored toga, ABC transporteri sadrze veliki brojipst/enih motiva, poput C
petlje (L-S-G-G-Q), koja je dijagnoski motiv za celu superfamiliju.

Kod bakterija, ABC transporteri mogu imati mnogghe uloge. Oni unose
razlicite supstrate, poput ugljenih hidrata (Schnei@801), aminokiselina (Hosie and
Poole, 2001), peptida (Detmers et al.,, 2001), poliamirgar@shi et al., 2001), jona
(Claverys 2001), sulfata (Kertesz, 2001), gdaz(Koster, 2001) i molibdata (Self et al.,
2001). ABC transporteri su tate odgovorni za ciljni eksport nekih drugih supstrat
kroz citoplazmatinu membranu kao Sto je kapsularni polisaharid Gnagativnih
bakterija (Silver et al., 2001). Neki eksportetiestvuju u sekreciji antibiotika kod
rezistentnih bakterija ili omogavaju oslobdanje ekstracelularnih toksina (Garmory
and Titball, 2004).

Moze se pretpostaviti da bakterijske vrste kojee zivpromenljivom okruzenju
moraju da se prilagode ragtim uslovima, zbogega zahtevaju prisustvo brojnih ABC
sistema. Pokazano je da je broj ABC transporteaiagmo vei kod ekstracelularnih

bakterija i bakterija iz prirodne sredine u pi@eju sa intracelularnim bakterijama.
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Cinjenica da bakterijski genom jedne vrste kodiralit#t broj ABC transportera,
ukazuje da su ABC transporteri neophodni za rabt prezivljavanje bakterija u

ekoloskim niSama (Garmory and Titball, 2004).

1.3.1.2. Sekundarni transporteri

Vecina bakterijskih MDR transportera poznatih do dajassetljiva na agense
koji remete elektrohemijski protonski gradijentazkijlti da ovi transporteri posreduju
u izbacivanju toksinih jedinjenja iz¢elije u zamenu za jedan ili viSe protona. Prema
veli¢ini i sliénosti u primarnoj i sekundarnoj strukturi, mogu pibdeljeni na nekoliko
razlicitih familija transportnih proteina: MFS (engl. Maj Facilitator Superfamily),
SMR (engl. Small Multidrug Resistance family), RNBngl. Resistance-Nodulation-
cell Division) i MATE (eng. Multidrug And Toxic Copound Extrusion Family)
(Tabela 1).

| MFS superfamilija MFS familiju ¢ine membranski transportni proteini
prisutni u bakterijama i viSim eukariotskim orgamima koji Wwestvuju u transportu
razlicitih supstrata pomi uniport, simport ili antiport mehanizama. Marge®aier
(1993) su identifikovali pet raziitih familija membranskih transportnih proteina u
okviru MFS superfamilije ukljgenih u (1) rezistenciju na supstrate, (2) preuzjman
Seera, (3) preuzimanje intermedijera Krebsovog ciklugd) fosfatni estar/fosfat
antiport i (5) preuzimanje oligosaharida.

Eksperimentalne analize (Calamia and Man&®90; Hresko et al., 1994)
proteina iz familija 2 i 5, pokazale su da oni dedgednéku strukturu, koja ukljtuje 12
transmembranskih segmenata (TMS). Nasuprot tohogefetske analize ukazale su na
moguenost da proteini 1. familije, koji posreduju u Eeinciji na toksine agense,
mogu biti podeljeni u dve razlie familije sa 12 i 14 TMS (Paulsen and SkurrE893).
Ova hipoteza potdena je eksperimentalno opisivanjem karaktengti predstavnika
za svaku od dve familije. Usled toga, doslo je dungena u klasifikaciji i zakljgeno je
da se MFS superfamilija sastoji iz najmanje Sedtdigh familija.

12-TMS familija. NorA protein kodS. aureusje prvi put detektovan kod
Klinickih izolata rezistentnih na hinolone i meticilin ukata et al.,, 1989).

Sekvenciranje i karakterizacijgorA gena pokazali su da je NorA membranski protein
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velicine 388 aminokiselina koji dovodi do rezistencije hidrofilne supstrate, a vrlo
slabo ili nikako na hidrofobne lekove (Yamada et 897).

Strukturni i funkcionalni homolog NorA detektovam kod sojaBacillus subtilis
selektovanog na povanim koncentracijama rodamina 6G i nazvan je Bneyfakh et
al., 1991). Drugi opisani MDR transporter k&d subtilisje Blt, koji pokazuje visok
stepen homologije sa Bmr i dovodi do rezistencgeslEnu grupu supstrata (Ahmed et
al., 1995).

PMF-zavisni transporter kod. lactis detektovan je kod sojeva izloZzenih
poveanim koncentracijama daunomicina i rodamina 6G Bl et al., 1994). Gen
odgovoran za ovu aktivnodtnrP, kodira integralni membranski protein koji pokazuj
19 i 24% homologije sa Bmr i NorA (Bolhuis et dl995).

Transporter Bcer E. colidovodi do rezistencije na diketopiperazinski aratiifi
biciklomicin (Bentley et al., 1993) i sulfatiazdlgwis, 1994). EmrDE. coli homolog
Bcr proteina, uzrokuje rezistenciju na raité hidrofobne supstrate (Naroditskaya et al.,
1993). Ekspresija EmrD Stitieliju od CCCP (karbonil cijanidn-hlorofenilhidrazon) i
tetrahlorosalicilanilida (TCSA), dok ne deluje naiciklomicin, hinolone ili
hloramfenikol, ukazujéi da EmrD ima prikno uzak spektar supstrata (Nakamura,
1968). Jos jedan MDR transporter préea kodE. colije MdfA (Edgar and Bibi, 1997)
takaie poznat kao Cmr (Nilsen et al., 1996) i CmIA (Reewnd Suttie, 1968) koji je
otkriven kao efluks pumpa specifia za hloramfenikol. Detaljnije analize su pokazale
da MdfA obezbéduje rezistenciju na Sirok spektar neutralnih i peed naelektrisanih
supstrata. Mdéutim, poveéana ekspresija MdAfA proteina dovodi do pésmeja
osetljivosti na spektinomicin (Bohn and Boulot998), na osnoviéega se moze
zakljwiti da MDR pumpa moze dovesti do rezistencije rri¢te tokstne agense, ali i
pove&ati osetljivost na druge.

MDR transporter Cmr nepatogenog organiz@arynebacterium glutamicum
zn&ajno poveéava rezistenciju na nekoliko strukturno raitih antibiotika kada se
eksprimira UuE. coli, ali nema uticaja kada je sintetisan wime koli¢inama uC.
glutamicum Pretpostavlja se da je nemdégast Cmr proteina da izazove rezistenciju
kod originalnog dom@ana posledica nizeg nivoa ekspresije (Jager e1987).

Mikobakterije su uzrénici nekoliko razl€itih oboljenja, méu kojima i

tuberkuloze i lepre. Terapija ovih infekcijadesto otezana, jer mikobakterije poseduju
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unutrasnju rezistenciju na &iau poznatih antibiotika. Tap efluks pumpa kod
Mycobacterium fortuitumi Mycobacterium tuberculosislovodi do rezistencije na
aminoglikozide i tetracikline i poseduje 12-TMS (Aa et al., 1998).

Poveana ekspresija PmrA proteina k@&treptococcus pneumoniaerokuje
rezistenciju na akriflavin, etidijum bromid i fluaininolone ciprofloksacin i norfloksacin
(Gill et al., 1999).

14-TMS familija. Otpornost na antiseptike i dezinficijense, u&ljuci boje i
kvaternerna amonijum jedinjenja je Siroko raspeogna méu rezistentnim sojevima
S. aureusJedan od energetski zavisnih eksportnih meharizesji uzrokuju ovaj tip
rezistencije kodiran jgacAgenom (Tennent et al., 1989). TopoloSke analizeapale
su da QacA protein ima 14-TMS. Dok QacA obeltle rezistenciju na monovalentene
i divalentne organske katjone, QacB uzrokuje remigju samo na monovalentne
organske katjone (Paulsen et al.,, 1996a). Spekgksala je prekomerna upotreba
bakteriostatskih divalentnih katjona u békim uslovima, poput hlorheksidina, dovela
do evolucijegacAiz gacB(Paulsen et al., 1998a).

Sekvenciranjent. colilokusa za MDR rezistenciju, detektovana su dva gena
emrB koji kodira protein vetine 513 aminokiselina @mrA koji kodira membranski
fuzioni protein koji formira kanal izn@ unutraSnje 1 spoljaSnje membrane
(Lomovskaya and Lewis1992). EmrAB dovodi do rezistencije na neka hidboi@
jedinjenja i antibiotike (Furukawa et al., 1993).

Bmr3, tre&i MDR transporter kod. subtilispokazuje umerenu homologiju sa
EmrB (25% identinosti). Bmr3 doprinosi rezistenciji na antibiotikguromicin i
norfloksacin (Ohki and Muratd,997).

Ubrzo posle primene fluorohinolona u terapiji tuhdoze, detektovani su
rezistentni klinéki izolati M. tuberculosis Kao model sistem za izavanje genetike
mikobakterija, kori&en je brzorastti M. smegmatikod kojeg je izolovarfrA gen
odgovoran za rezistenciju na hinolone. LfrA uzrekajpornost na hidrofilne hinolone,
ali ne i na hidrofobne hinolone (Liu et al., 199@)bridizacijom je dobijeno da su LfrA
homolozi prisutni kodM. tuberculosis M. avium(Takiff et al., 1996).

Colmer i saradnici (1998) identifikovali su MDR ppm VceAB kod Gram-
negativnog patogen¥ibrio choleraekoja dovodi do rezistencije na deoksiholate i

antibiotike poput nalidikgne kiseline i hloramfenikola.
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I SMR familija. Najmanji poznati sekundarni transporteri pripadgMR
familiji. Ovi proteini nage&e su vekine oko 110 aminokiselina koje kodiraju 4-TMS i
ne pokazuju homologiju séanovima 12-TMS i 14-TMS familija koje su prethodno
opisane (Paulsen et al., 1996c). Kako su ovi proteale vetine, pretpostavlja se da
funkcionisu kao oligomerni kompleksi (Paulsen et H996c¢).

Prvi gen koji kodira MDR transporter SMR familijetkdven je na
konjugativnim i nekonjugativhim plazmidima Kklikih izolata S. aureusi drugih
stafilokoka (Littlejohn et al., 1991; Leelapornadt, 1994). Ovaj gen, prvo opisan kao
gacC a takde poznat i kaagacD (Littlejohn et al., 1991) ebr (Sasatsu et al., 1989),
preimenovan je usmr (Wiener et al.,, 1996). U stafilokokama izolovaniin
prehrambenih proizvoda, prateni su plazmidi pST94 i p2H6 kod kojih su analizom
sekvence proriene determinante koje kodiraju joS ddlana SMR familije, QacG i
QacH (Heir et al., 1998, 1999). QacG i QacH poka#£i§ i 76% identinosti sa Smr.
Oba transportera obezhgu rezistenciju na etidijum bromid i kvaternerna
amonijumova jedinjenja.

E. coli MDR transporter EmrE (poznat i kao MvrC) je ideiktivan i kloniran
na osnovu toga Sto obezlge rezistenciju na etidijum bromid i metil violage
(Purewal,1991; Morimyo et al., 1992). Analize su pokazaleksarE funkcioniSe kao
homooligomer, najverovatnije izgten od tri monomera (Yerushalmi et al., 1996).

Genettke determinante rezistencije na antiseptijegEi qacE41, su po pravilu
locirani u okviru integrona. Usled toga, ovi geni&roko rasprostranjeni rie Gram-
negativnim bakterijama (Kazama et al., 1998agpE411 gen, ali ne gacEje detektovan
kod Klini¢kih izolata Gram-pozitivnih bakterija (Kazama et, d998b).qacE gen je
prvobitno pronden na plazmidu R751 kdflebsiella aerogenedPaulsen et al., 1993).

MDR transporter Mmr kod/. tuberculosisobezbéuje rezistenciju na tetrafenil
fosfonijum (TPP), etidijum bromid, eritromicin i akriflavin (De Rsi et al., 1998).
Hibridizacijom je potvdeno prisustvommerslicnih gena kod drugitMycobacterium
vrsta,M. simiag M. gordonaeM. marinumi M. bovis(De Rossi et al., 1998).

GenomBacillus subtiliskodira sedam SMR proteina (Paulsen et al., 1998b).
Zanimljivo je da je Sest ovih proteina kodirano gj@m parovima u okviru tri posebna
operonagbrAB ykkCDi yvdRS Masaoka i saradnici (2000), pokazali su da niAGtr

EbrB nisu dovoljni za ispoljavanje rezistencije quipa&no. Meiutim, zajednika
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ekspresija ova dva proteina uzrokuje MDR fenotimd E. colii B. subtilis Slicno je
pokazano i za YKKCD par. Samo kada su g@kC i ykkD eksprimirani zajedno,
uotava se rezistencija prema Sirokom spektru supstrgiacuju¢i katjonske boje i
neutralne i anjonske antibiotike (Jack et al., 2000a razliku od ostalih SMR
transportera, koji najverovatnije funkcioniSu kamrooligomeri, EbrAB i YKkCD su
izgradeni od dve raztite, ali homologne subjedinice. Jeddan svakog para je kratak
(105 do 106 aminokiselina), dok je drugi duzi (Hid 117 aminokiselina). Ova razlika
je posledica hidrofilne ekstenzije na C-terminalrknaju (Jack et al., 2000).

[l RND familija. Transporteri koji pripadaju RND familiji interagujsa
membranskim fuzionim proteinom (MFP) i jednim pinten spoljaSnje membrane da
bi omoguili transport i kroz unutrasnju i spoljasnju memimwaGram-negativnih
bakterija. Sekundarna struktura RND-tipa eflukstgir@a sastoji se iz 12-TMS sa dve
velike petlje izmdu TMS 112 i TMS 7 i 8 (Paulsen et al., 1996a).alre strukture
RND proteina MexB kodPseudomonas aeruginogetvrdile su ovaj model (Guan et
al., 1999).

H* H*
1 P
L = uuuquE”“E)]uu
Citoplazma —
supstrat supstrat supstrat supstrat
MFS SMR MATE RND

Slika 8. Glavni predstavniatetiri familije MDR transportera (Paulsen, 2003).
Poznato je da hromozomalacrA lokus kodE. coli obezbéduje rezistenciju na

akriflavin i druge katjonske boje, kao i na nekeeddzente i antibiotike (Nakamura,

1965). Karakterizacija ovog lokusa ukazala je niaustvo dva genacrA i acrB u

23



Uvod

okviru istog operona (Ma et al.,, 1993). Da bi seoigla rezistencija, neophodno je
prisustvo oba proteina i AcrA i AcrB. Té¢éa komponenta AcrAB efluks sistema je TolC
protein iz spoljaSnje membrane (Kronakis et alQ@®0TolC formira kontinuirani kanal
koji povezuje spoljaSnju membranu i periplaziatiprostor. Ovaj kanal se moze
otvoriti pod uticajem aktiviranog transportera uaghje membrane i uspostaviti vezu
izmedu citoplazme i spoljasnje sredine (Slika 8).

P. aeruginosge Klini¢ki znaajan oportunistki patogen sa relativho visokom
unutrasnjom rezistencijom prema ré&iim antimikrobnim agensima. Zakieno je da
je ova osobina posledica slabe propustljivostijggoje membrane i prisustva najmanje
cetiri RND efluks sistema. U getku je smatrano daexAB-oprMoperon ima ulogu u
eksportu siderofore pioverdina (Poole et al., 19934 dalja karakterizacija ovog
operona pokazala je da pdaea ekspresija MexAB-OprM poéava rezistencijuP.
aeruginosana razltite antibiotike (Poole et al., 1993b). MexA ima glomembranskog
fuzionog proteina, dok MexB pripada RND familijiréEi gen operona je prvobitno
identifikovan kaooprK, ali su Gotoh i saradnici (1995) pokazali da jenkonenta
spoljasnje membrane ovog efluks sistema OprM, pgdrOprK.

Rezistencija na hidrofobne agense Kéeisseria gonorrhoeaposredovana je
MtrRCDE efluksnim sistemommtrRCDEregion u hromozomu gonokok@e gen za
transkripcioni regulatornitrR) i tri povezana genar(trC, mtrD i mtrE) koji kodiraju
MFP, RND proteine i protein spoljasnje membranegfdan et al., 1995). Inserciona
inaktivacijamtrC (Hagman et al., 1995) iintrE gena (Delahay et al., 1997) dovodi do
zn&ajnog smanjenja rezistencije na eritromicin, péinicimasne kiseline, ukazujuda
su oba proteina potrebna za efluks supstrata.

Sekvenciranje genombAaemophilus influenza&lentifikovan je klaster od tri
gena, izgrden od HI0893, HIO894 i HI0895, koji pokazuje hongijo sa acrAB
klasterom kocE. coli (Fleischmann et al., 1995). Inaktivacija HIO8@%ErA homolog)

ili HI0895 (acrB homolog) dovodi do povane osetljivosti na eritromicin, rifampin,
novobiocin i katjonske boje (Sanchez et al., 1997).

Transporteri koji pripadaju MFS i SMR familijamaopmaieni su i u Gram-
pozitivnim i u Gram-negativnim bakterijama, dok, gada, RND-tip transportera je
identifikovan samo u Gram-negativnim bakterija. Blddakterije, nprB. subtilis E. coli

I S. aureuposeduju vé broj transportera koji pripadaju ragtim familijama.
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IV MATE familija. Eksperimenti sa norfloksacinom pokazali su \drio
parahaemolyticusposeduje energetski zavisan efluks sistem, @nakao NorM
(Morita et al., 1998). NorM i njegok. colihomolog YdhE, posreduju u rezistenciji na
boje, hidrofilne fluorohinolone i aminoglikozide.olWV poseduje 12-TMS, na osnovu
cega je prvobitno klasifikovan u MFS familiju (Maaitet al., 1998). Mautim, NorM i
YdhE, ne pokazuju sihost u sekvenci sa bilo kojiglanom MFS familije, zbogega

su svrstani u MATE familiju koja sadrzi preko 3@ina (Brown et al., 1999).

Tabela 1.Glavne klase MDR transportera i njihovi predstav(Bolhuis et al., 1997)

MDR familija Protein Organizam Referenca

MFS familija

12-TMS klaster NorA S. aureus Yoshida et al., 1990
BmR B. subtlis Neyfakh, 1992
LmrP L. lactis Bolhuis et al., 1995
Ber E. coli Bentley et al., 1993
EmrD E. coli Naroditskaya et al., 1993
MdfA E. coli Edgar and Bibi, 1997
Tap M. fortium Ainsa et al., 1998

M. tuberculosis

14-TMS klaster QacA S. aureus Rouch et al., 1990
QacB S. aureus Paulsen et al., 1996b
Bmr3 B. subtilis Ohki and Murata, 1997
EmrB E. coli Lomovskaya and Lewis, 1992

SMR familija EmrE E. coli Morimyo et al., 1992
Mmr M. tuberculosis De Rossi et al., 1998
Smr S. aureus Grinius et al., 1992
QacE Klebsiella aerogenes Paulsen et al., 1993
EbrA B. subtilis Masaoka et al., 2000
EbrB B. subtilis Masaoka et al., 2000
YkkC B. subtilis Jack et al., 2000
YkkD B. subtilis Jack et al., 2000

RND familija MexB P. aeruginosa Poole et al., 1993b
MexD P. aeruginosa Poole et al., 1993b
MexF P. aeruginosa Kohler et al., 1999
MexY P. aeruginosa Mine et al., 1999
AcrB E. coli Ma et al., 1993
AcrF E. coli Klein et al., 1991
Yhiv E. coli Ma et al., 1995
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1.3.1.2.1. I1zvor energije za funkcionisanje sekumdin transportera

Kao 3to je ranije opisano, MFS transporteri funkia kao supstrat/H
antiporteri. H-zavistan transport (engl. Proton Motive Force -FBvhoZe biti pokrenut
gradijentom koncentracije protonaAgH - bazan u unutrasnjosttelije) i/ili
membranskim potencijalomA{ — negativan unutatelije) (Fluman and Bibi, 2009).
Supstrati MFS transportera se razlikuju u naelsktju i mogu biti neutralni,
monovalentni ili divalentni katjoni, dok je izbaeame supstrata sa &
naelektrisanjem ziajno energetski zahtevnije. Isti MFS transportezenposredovati
u efluksu supstrata ragtiih naelektrisanja. Studije na MdfA proteinu pokbz su da
transport neutralnih jedinjenja poktei ApH i Ay, dok transport monokatjonskih
jedinjenja pokrée samoApH (Lewinson et al., 2003). Kod LmrP posredovanog
transporta iIApH | Ay obezbduju energiju za razmenu jednog lipofilnog katjona u
zamenu za dva ili viSe protona (Putman et al., 198@pstrat/nAH (n> 2) antiport
mehanizam zabelezen je i kod NorA, QacA i Smr pnaté&to ukazuje da je prisutan
kod MFS i SMR familija, a moZe se javiti i kod RNIpa transportera (Putman et al.,
2000).Valinomicin, koji remetiApH i nigericin, koji deluje naAy imaju veliki zn&aj
u izwavanju tipa energije koja pokie sekundarne MDR transportere (Putman et al.,
2000).

1.3.2. MDR transporteri vrste L. lactis

L. lactisje nepatogena bakterija i predstavlja ¢aifi model sistem za izavanje
bakterijskih MDR proteina. U genomu. lactis detektovano je prisustvo 40
potencijalnih gena za MDR transportere, &eba je svega nekoliko funkcionalno
okarakterisano (Lubelski et al., 2006a). Selekcijomlactis mutanata koji rastu u
prisustvu toksinih agenasa, poput etidijum bromida, rodamina ndauicina, dobijeni
su sojevi koji ne pokazuju rezistenciju samo naldelane agense, ¥gokazuju
ukrStenu rezistenciju na strukturno raité supstrate (Bolhuis et al., 1994). Uitgno je
da rezistencija pate bar delimino od aktivhog efluksa ovih supstrata. Pored toga,
bioenergetska iziavanja dovela su do zakdkea da je efluksna aktivnost i ATP i PMF

zavisna (Bolhuis et al., 1994). Kie okarakterisanim transporterima je prvi opisan
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ATP-zavisni MDR transporter prokariota, LmrA (vare&h et al., 1996)lan MFS
familije LmrP (Bolhuis et al., 1995) i heterodime®BC-MDR transporter LmrCD
(Lubelski et al., 2004) (Slika 9).

spoljasnjost

citoplazma

LmrA LmrP

Slika 9. Funkcionalno okarakterisani MDR transporteri kodactis (Lubelski
et al., 2007).

LmrA. Vec¢ina do danas poznatih ABC transportera su euk&ogtporekla,
poput P-glikoproteina. Prvi dobro okarakterisantbgjski ABC transporter je LmrA
(Bolhuis et al.,, 1994). Na osnovu strukturnih i Kaionalnih karakteristika, ovaj
bakterijski protein je svrstan u P-glikoproteingkaster ABC transporter superfamilije.
Pokazano je da LmrAak moZe zameniti P-glikoprotein u humanim fibrobras
plu¢a, a funkcionalna slhost je dodatno potd#ena zajedrkim spektrom supstrata,
koji ukljucuje uglavnom hidrofobna katjonska jedinjenja (Poeids et al., 2002).
Pored toga, LmrA obezlgje rezistenciju na osam klasa antibiotika Sirokpgktra, a
homolozi LmrA proteina su prodani i kod patogenih bakterija, zbotega je
izucavanje ovog proteina od kli#kog zn&aja (Poelarends et al., 2002).

LmrA protein je prvi put otkriven u etidijum bromigzistentnim mutanatimia
lactis subsp.cremoris MG1363. Efluks etidijum bromida u ovim mutanatime ke
inhibiran orto-vanadatom, inhibitorom ABC transportera i P-tipa ATP-azei ¢ i
naruSavanjem protonskog gradijenta (Bolhuis et1894). lz¢avanje strukture ovog

proteina ukazalo je da je v&he 590 aminokiselina sa iZuanatom molekulskom
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masom od 64,6 kDa. Sekundarna struktura LmrA prateadrzi Sest transmembranskih
a-heliksa, koji su povezani sa hidrofilnim, citoptaaticnim domenom Kkoji poseduje
ATP-vezujie mesto (van Veen et al., 1996). Posmatrano izdegkse ABC transporteri
sastoje iztetiri domena, dva transmembranska i dva citosobja kezuju nukleotide,
LmrA se moze definisati kao polu-transporter, Steaawje da funkcioniSe kao
homodimer formirajti funkcionalni protein séetiri jezgra (van Veen et al., 2000).

Pretpostavlja se da LmrA funkcioniSe kao ,hidrofolmakuum gistat”, koji
izbacuje toksina lipofilna jedinjenja sa unutrasnje strane lipigrdvosloja direktno u
spoljasnju vodenu fazu (Bolhuis et al., 1996).

LmrA moze vrsiti efluks razéitih amfifilnih toksi¢nih jedinjenja i njegova
klasifikacija kao MDR transportera je opravdanay ak uzmu u obzir do sada opisani
supstrati na koje deluje. LmrA supstrati ukljju antikancerogene lekove poput vinka
alkaloida (vinblastin i vinkristin) i antraciklina(daunomicin, doksorubicin) ili
citotoksinih agenasa poput antimikrotubularnih lekova (koth)ii DNK interkalatora
(etidijum bromid), fluorescentne membranske prdtheechst 33342, difenil-heksatrien)
i fluorescentnih boja kao Sto su rodamin 6G i roolat23 (van Veen et al., 1996, 1998,
Margolles et al., 1999). LmrA modulatori su takostrukturno raziita jedinjenja i
ukljucuju blokatore kalcijumovih kanala (verapamil), Hddropiridine (nikardipin),
antimalarike (hinin i hinidin), imunosupresive (lmkporin A) i alkaloide (rezerpin)
(van Veen et al., 1996, 1999).

Uloga LmrA proteina ispitivana je i u citotoksim esejima u kojima je testirana
osetljivostE. coli CS1562¢elija koje eksprimiraju transporter (CS1562-pGKLMn&
poreienju sa kontrolnim¢elijama CS1562 koje ne eksprimiraju LmrA (CS1562-
pGK13). Soj CS1562 je kodén u ovom eseju zbog velike osetljivosti na kaidi
supstrate. U&eno je da LmrA ekspresija u CS15G2lijama uzrokuje pov@&nu
rezistenciju na 17 od 21 rkaRe Klinicki koris¢enih antibiotika, ukljduju¢i klase
aminoglikozida, linkozamida, makrolida, hinolonatreptogramina i tetraciklina
(Putman et al., 2000).

Medutim, pove€ana ekspresija LmrA u senzitivnom soju lactis AlmrA
AlmrCD, nije dovela do zr@jnog nivoa rezistencije, ukazdjuda LmrA nije glavni
MDR transporter kod ove bakterije, a da je ovakexultat najverovatnije posledica
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kompenzatornog povanja nivoa ekspresije drugih MDR transportera (lskieet al.,
2007).

LmrCD. LmrCD je heterodimerni MDR transporter koji pripadaBC
superfamiliji. Sastoji se od dva ABC polu-transpoat LmrC i LmrD,¢iji su geni
lokalizovani na istom operonu, a oba sadrze po Basismembranskih segmenata
pracenih citosolno lokalizovanim NBD domenom (Lubelgkial., 2004). Ovi proteini
pokazuju homologiju sa ostalim transporterima AB&t poput LmrA, humanog P-
glikoproteina i BmrA kodB. subtilis(Lubelski et al., 2007).

U cilju izucavanja uloge LmrC i LmrD proteini su poégno eksprimirani W.
lactis ¢elijama, pojedingno i zajedno.Celije koje su eksprimirale i LmrC i LmrD
pokazale su po¥anu otpornost prema etidijum bromidu, BCECF-AM, mamicinu i
Hoechst-u 33342, dok ta aktivnost nije dobijena akagl proteini eksprimirani
pojedin&no (Lubelski et al., 2004). Moze se zakljuda LmrC i LmrD dimerizuju da
bi formirali funkcionalni ABC transporter. Heteroakrna organizacija je dodatno
potvidenacinjenicom da LmrCD kompleks aktivno hidrolizuje AT&ok LmrC i LmrD
odvojeno pokazuju vrlo slabu ATP-aznu aktivnostiqglski et al., 2004).

LmrCD je prvi bakterijski ABC MDR transporter u far heterodimera, dok je
takva organizacija transporteracgXa kod eukariota (Lubelski et al., 2004).

LmrP. LmrP je 408-aminokiselina dug protein koji pripadd~S familiji
sekundarnih  transportera. Sekundarnu strukturu LmpPoteina ¢ini 12
transmembranskih domena, dngobno povezanih petljama i sa N- i C- terminalnim
krajevima orijentisanim ka citoplazmi (Bolhuis dt, &995).ImrP gen pokazuje 19 i
24% homologije sa MDR transporterima Bmr i NorA [Bas et al., 1995). LmrP
prepoznaje Sirok spektar ragtih supstrata i posreduje u transportu brojnitofiimih
katjonskih toksinih jedinjenja, poput etidijum bromida, rodaminaaudomicina i
tetrafenilfosfonijum jona (TP® (Bolhuis et al., 1995; Putman et al., 1999). Sportni
eseji u intaktnimcéelijama, kao i u membranskim vezikulama pokazali dau se
izbacivanje toksinih katjona odvija pod dejstvom i membranskog paijala (Ay) i
transmembranskog protonskog gradijentoH), tj. proces je inhibiran u prisustvu
nigericina i valinomicina (Putman et al., 1999).

Specifénost LmrP proteina prema ragtim antibioticima ispitana je u

citotoksiénim esejima u kojima je patena osetljivoséelija koje poj&ano eksprimiraju
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LmrP u odnosu na kontrolni soj koji ne eksprimiraajo protein. Kako pousana
ekspresija LmrP proteina ima detrimentalni efekaieliju domaina (Putman et al.,
1999), eksperimenti su izvedenicalijamakE. coli sa niskim nivoom ekspresije LmrP
(Putman et al., 2001).

Pokazano je da LmrP pasava rezistenciju na linkozamide i makrolide poput
azitromicina, klaritromicina, eritromicina i rokssmicina (Putman et al., 2001). Ovi
makrolidni antibiotici sadrze 14- ili 15ani laktonski prsten za koji je vezan jedan ili
viSe deoksiseera (Woodward, 1957; Ballow and Amsden, 1992). @djio je da
LmrP nije pokazao rezistenciju prema dé&nhom makrolidnom antibiotiku spiramicinu
(Putman et al., 2001). LmrP ekspresija g@la je rezistenciju prema streptograminima
dalfopristinu i RP 59500, ali nije imala uticaja mezistenciju prema kvinpristinu
(Putman et al., 2001)Cetvrta generacija antibiotika RP 59500 je kombijaci
dalfopristina i kvinpristina, koja ispoljava sinetcki i baktericidni efekat prema
Gram-pozitivnim patogenima, ukfujuci i meticilin rezistentniS. aureugAumercier et
al., 1992; Kang and Rybak, 1995).

lako se makrolidi, linkozamidi i streptogramini li&aju po svojoj strukturi, ovi
antibiotici su ¢esto grupisani zajedno (MLS antibiotici), zbogcistig mehanizma
dejstva koje ukljtuje inhibiciju sinteze proteina vezivanjem za 50&bjedinicu
bakterijskih ribozoma (Contreras and Vasquez, 19¥@fke&i mehanizam rezistencije
na MLS-grupu antibiotika je izmena ciljnog mesta ggblum, 1995), mdutim
istraZivanja su pokazala da rezistencija na MLS$grantibiotika moZze biti i posledica
pojatanog efluksa antibiotika (Leclerg and Courvalin,919 Clancy et al., 1996;
Putman et al., 2001).

Celije koje poj&ano eksprimiraju LmrP pokazale sudéuerezistenciju na
razlicite antibiotike iz grupe tetraciklina, ukazdjuda supstituenti na 5., 6. ili 7.
ugljenikovom atomu ne il na interakciju izm@u LmrP proteina i tetraciklina. LmrP
ne dovodi do rezistencije na aminoglikozidglaktame, glikopeptide, hinolone i
hloramfenikol (Putman et al., 2001).

Specifénost LmrP proteina prema raitim antibioticima ukazala je da PMF-
zavisni MDR transporteri mogu narusiti efikasnostojbih Klinicki znaajnih
antibiotika. S obzirom da je i LmrA ABC transportepeciftan za Sirok spektar

antibiotika, dalja iztavanja mogénosti prenosa hromozomalnih gena za rezistenciju,
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poput ImrA i ImrP, na druge bakterije u hrani i digestivnom traktu &l velikog

zn&aja.

1.3.3. Mehanizam transporta supstrata

lako supstrati koji interaguju sa MDR transportexitmaju razkite hemijske
strukture, poseduju odtene zajedrtke osobine poput izrazene hidrofobnosti, amfifilne
prirode i pozitivnog ili neutralnog naelektrisanjBolhuis et al., 1997). Ove figke
osobine omogtavaju molekulima da prodru u fosfolipidni dvoslopmbrane i da se
dalje transportuju u spoljasnju sredinu, Sto je alovdo pretpostavke da MDR
transporteri vrSe transport supstrata iz lipidnegsibja (Raviv et al., 1990; Higgins and
Gottesman, 1992) pre nego iz citoplazme (Altentstrgl., 1994). Model prema kome
MDR transporteri vezuju i uklanjaju hidrofobni stag na nivou membrane, ukazuje na
mogueu fizioloSku ulogu MDR transportera Wwanju integriteta membrane i njene
funkcije kao barijere.

MDR transporteri mogu funkcionisati kao ,hidrofobusisiva&i“ koji vezuju
amfifiini  supstrat u citoplazmatnoj membrani (na njenom unutrasnjem
citoplazmattnom delu) i transportuju ga direktno u spoljaSmpaenu fazu (Gottesman
and Pastan, 1993) ili mogu delovati kao flipazanstokacijom supstrata unutar
membrane, posl&ega molekul difunduje u spoljasnji medijum (Higgarsd Gottesman,
1992) (Slika 10).

spoljaSnjost A

unutrasnjost

Slika 10. Molekularni model efluksa supstrata paimadvIDR transportera. 1.

Lhidrofobni usisiv&“, 2. flipaza model.
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Najbolja potvrda da se efluks supstrata vrsSi iz fmeme u vodenu fazu, pre
nego iz citoplazme, dobijena je transportnim es&jion prisustvu fluorescentnih
jedinjenjenja poput 1-[4-(trimetilamino)fenil]-64idheksa-1,3,5-triena (TMA-DPH) i
Hoechsta-a 33342, koji fluoresciraju u hidrofobnaokruzenju, ali ne emituju
fluorescenciju u vodenoj fazi (Putman et al., 2000)ansport ovih jedinjenja iz
membrane u vodenu fazu pea je smanjenjem fluorescencije u vremenu (Bolletiis
al., 1996).

Mehanizam transporta LmrA (Bolhuis et al., 1996jrP (Bolhuis et al., 1996) i
QacA (Mitchell et al., 1999) proteina igavan je u prisustvu TMA-DPH. TMA-DPH je
amfifilna, katjonska membranska proba koja fluomessamo kada je u membrani
(Prendergast et al., 1981). Péasje intenziteta fluorescencije usled ulaska TMA-DP
u fosfolipidni dvosloj je dvofazni proces (Bolhwesal., 1996) koji ukljtuje brzi ulazak
(1-2 s) TMA-DPH u fosfolipidni dvosloj i spori pratak (nekoliko minuta) kroz
membranu (Poelarends et al., 2002)¢da nivo izbacivanja TMA-DPH povava se
sa porastom koncentarcije TMA-DPH u donjem delwpazmattne membrane,
ukazujiei da LmrA transportuje supstrat iz donjeg deladipng dvosloja (Bolhuis et al.,
1996), a slini rezultati dobijeni su i kod LmrP (Bolhuis et,&l996) i QacA (Mitchell
et al., 1999) proteina. MozZe se zakljuda uprkos razlikama u izvoru energije, ATP- i
PMEF- zavisne efluks pumpe imaju isti mehanizamdpanta hidrofobnih supstrata.

Postoji nekoliko dokaza o prisustvu viSe od jednugsta za vezivanje supstrata
kod LmrA i LmrP proteina. Kod LmrP proteina, traogimi eseji u membranskim
vezikulamalL. lactis ukazali su da neki supstrati inhibiraju LmrP-pokrean transport
Hoechst 33342, kompeticijom sa Hoechst u vezivaajisto mesto na LmrP proteinu ili
nekompetitivno, vezivanjem za mesto koje je tdtzliod onog gde se vezuje Hoechst
33342 (Putman et al., 1999). &lo je pokazano i za stafilokokni MDR protein QacA
(Mitchell et al., 1999). Istrazivanja su pokazata@acA-posredovan transport etidijum
bromida kompetitivno inhibiraju monovalentni katiora nekompetitivno divalentni
katjoni, Sto ukazuje da se monovalentni i divalek&tjoni vezuju za razlita mesta
QacA proteina. Kinetke studije na LmrA proteinu, potvrdile su prisushagmanje dva

razli¢ita, alosterno povezana vezégumesta (van Veen et al., 1998).
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1.3.4. Klini¢ki znac¢aj MDR transportera

Bakterijski MDR efluks sistemi predstavljaju ozhitj problem u farmakoloskoj
terapiji pacijenata sa infektivnim bolestima, zbtoga Sto spektar supstrata mnogih
MDR transportera uklguje klinicki znaajne antibiotike. MDR transporteri su
povezani i sa udenom i sa st&nom rezistencijom na antibiotike kod bakterija.
Mutacijom gena koji kodiraju AcrAB, MexAB-OprM, H&D4/HI0895, NorA i druge
proteine dolazi do povane osetljivosti na nekoliko antibiotika, na osnasaga se
moze zakljditi da ovi transporteri dovode do diene rezistencije na antibiotike ké&d
coli, P. aeruginosaH. influenzaei S. aureus(Poole et al., 1993b; Ma et al., 1995;
Sanchez et al., 1997; Yamada et al., 1997)e8te MDR rezistencija moze nastati na
tri natina: (1) umnozZavanjem i mutacijom gena koji kodir&jDR transporteretime
se menja nivo njihove ekspresije (Ng et al., 1984ktivnost (Knol et al., 1996), (2)
mutacijom specifinin regulatornin gena, Sto dovodi do péame ekspresije MDR
transportera ili (3) m#ucelijskim transferom gena posredstvom transpozoma il
plazmida.

Klini ¢ki znataj MDR transportera u velikoj meri zavisi od spakaintibiotika na
koje obezbéuju rezistenciju. MexAB-OprM kodP. aeruginosa ABC-tip transportera
LmrA kod L. lactis pokazuju speciinost prema Sirokom spektru antibiotika, Sto
ukazuje da i sekundarni i ATP-zavisni transportangu ozbiljno narusiti efikasnost
mnogih antibiotika. Plazmidom kodiran MDR transpoftiorA uzrokuje rezistenciju na
manji broj antibiotika nego hromozomalni LmrA. Weim, kako je dostupan ogr&en
broj podataka za druge plazmidom kodirane transpsrpoput QacA, QacB i EmrE, ne
moze se zakliti da li je uzi spektar dejstva opSta osobina piatom kodiranih MDR.
NorA i Bmr obezbéduju viSi nivo rezistencije na hidrofilne hinolongoput
norfloksacina i ciprofloksacina, nego na hidrofolpoput sparfloksacina i ofloksacina.
Ova speciftnost za hidrofilne hinolone je tafte uaena i kod PmrA i NorM (Morita et
al., 1998; Gill et al., 1999). Pored obedivanja rezistencije, neki MDR transporteri
kada su eksprimirani u ¥ien kolicinama mogu dovesti do patane osetljivosti na
pojedine antibiotike.E. coli MDR transporter MdfA dovodi do rezistencije na
aminoglikozide neomicin i kanamicin, ali i do pdaee osetljivosti na spektinomicin

(Bohn and Bouloc]1998). Mehanizam povane osetljivosti predmet je daljih analiza.
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1.3.5. FizioloSka uloga MDR transportera

Efluks Sirokog spektra strukturno nesrodnih toRsi jedinjenja moZze biti
primarna fizioloSka funkcija MDR transportera, j#i verovatno samo siajni sporedni
efekat transporta specifiog nepoznatog fizioloskog supstrata (Neyfakh, 19Bobar
primer kojim se potwuje fizioloSka uloga MDR transportera u efluksu apeénih
supstrata je BIt transporter kd&l subtilisa. Pokazano je da paiana ekspresija Blt
dovodi do povéanog efluksa spermidina u medijum (Woolridge et1897). Gerblt se
prepisuje zajedno sa nizvodnim gendntiD, koji kodira spermidin acetiltransferazu
(Ahmed et al., 1995). Ovakva organizacija u genarkazuje da je efluks spermidina
fizioloSka uloga BIt transportera, dok je prepoznge razkitih supstrata verovatno
sporedni efekat. Sposobnost nekih MDR transpodargosreduju u prenosu lipida ili
fluorescentnih lipidnih derivata, moze ukazati ddigzioloSka uloga ovih transportera u
translokaciji fosfolipida ili transportu lipidnihrpkursora peptidoglikana (Holtje, 1998;
Margolles et al., 1999). Pored toga, supstrati kpgpoznaju neki MDR transporteri
ukljucuju deterdzente (Doige et al., 1993; Putman etl809), Zdne soli (Hagman et
al., 1995; Ma et al., 1995), organske rastar@Vhite et al., 1997) i jonofore (Sharom
et al., 1995; Sami et al., 1997), usleha se moze zakfii da ovi transporteri imaju
ulogu u zastiti integriteta membrane ili energetsktanjacelije.

1.4. Kvantitativni odnosi strukture i dejstva (engl Quantitative Structure
Activity Relationships - QSAR)

Nasuprot raziitim eksperimentalnim pristupima koji se mogu kotisza
karakterizaciju supstrata, a koji su primenjeni lzarP, LmrA i LmrCD proteine
(Mazurkiewicz et al., 2005; Lubelski et al., 2006danas sve e zna&aj dobijaju |
komjuterske (teorijske) metode koje su uspesSno gujemne za ispitivanje spedcifiosti
supstrata za P-glikoprotein (P-gp) (Xue et al.,£20@e Cerqueira Lima et al., 2006;
Cabrera et al., 2006; Huang et al., 2007).

Primena kompjuterskih metoda u ¢éavanju specifinosti supstrata za odieni

protein moze imati dva pristupa:

34



Uvod

1) direktan pristup koji se zasniva na poznatoj trodimenzionalnojldtr ciljnog
proteina (docking® studije);

2) indirektan pristup koji se zasniva na strukturnim karakteristikama isam
supstrata i obuhvata studije kvantitativnih odnstsakture i dejstva (engl. Quantitative
Structure Activity Relationships - QSAR), trodiménzalni QSAR (3D-QSAR) i
odreiivanje 3D-strukture farmakofore.

Kvantitativni odnosi strukture i dejstva (QSAR) g¢stavljaju oblast
kompjuterskog istraZzivanja koja razvojem matethkdi modela omogtava
uspostavljanje korelacije izrde hemijske strukture i bioloSke aktivnosti grupe
ispitivanih jedinjenja. OdgovarauQSAR model se moze opisati funkcijom:

QSARKtivnost = f (strukture) (1)
ili

Y= £ (Xt Xowrerrrn ) )

gde je Y zavisno promenljiva (bioloSka aktivhost), X nezavisno promenljiva koja
predstavlja strukturne osobine ispitivanih jedifgefmolekulske deskriptore). BioloSka
aktivnost jedinjenja moze biti izrazena kao koncatija leka u organizmu (c),
konstanta vezivanja leka za ciljni makromolekul;)(Kkoncentracija pri kojoj se
ispoljava 50% maksimalnog inhibitornog dejstvas()Gtd.

U klasicnoj QSAR analizi bioloSka aktivnost se dovodi u édaciju sa
molekulskim osobinama kao Sto su lipofilnost, elekske i sterne osobine. Jedan od
nedostataka ovog pristupa je Sto ne uzima u olixistBukturu molekula. Brz napredak
kompjuterske hemije i odgovargjh programskih paketa doprineo je da se Klasi
QSAR pristup danas sve viSe zamenjuje trodimeninona QSAR analizom. 3D-
QSAR analiza se zasniva na principu da bioloSkavrads$t molekule zavisi od njegove
konformacije, fleksibilnosti, valdine i raspodele naelektrisanja. Ovi parametri se na
osnovu trodimenzionalne strukture molekula mogu pjomerski kvantifikovati, a vazna
podritja bioloski aktivnih molekula kao Sto su hidrofolsho prisustvo donora i
akceptora vodoginih veza se na posebanrtmaoznaavaju u 3D obliku. Ovim putem se
dobija trodimenzionalni uzorak funkcionalno Zapnih podr¢ja za supstrate.
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Statisttke metode poput multilinearne regresione analingl(éMultiple Linear
Regresion ‘MLR), metoda parcijalnih najmanjih kvadrata (erigartial Least Squares
Regresion- PLS) i vesStakih neuronskih mreza (engl. Artificial Neural Netiks -
ANN) predstavljaju na@ieke kori€ene statistike metode za formiranje QSAR modela.
Pored odabira odgovarggg hemometrijskog pristupa veoma je vazno da femnir
modeli budu validirani kako bi se mogli koristita 2ouzdano preddanje aktivnosti
novih jedinjenja. Najznajniji validacioni parametri koji se koriste za pemu kvaliteta
formiranih modela su: koeficijent determinacijg?), srednja kvadratna greska (engl.
Root Mean Square ErrorRMSE), Fisherov odnos varijanskF{vrednost), unakrsni
validacijski koeficijent korelacije @), nivo statisitke zn&ajnosti, verovatnia (p-

vrednost).
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2. CILJ RADA

MDR transporteri imaju veoma z¢gnu ulogu u obezlagvanju rezistencije
prokariotskih i eukariotskiléelija na razkite citotokséne agense i moguwestvovati u
transportu velikog broja strukturno raziih supstrata (Dushi et al., 2011). lako
laktokoke poseduju GRAS status (engl. Generaly RiegbAs Safe), novija istrazivanja
ukazuju da laktokoke kao i druge BMK mogu da bugzervoari gena za rezistenciju na
antibiotike, koji se horizontalnim transferom mogreneti na druge bakterijske vrste,
ukljuéuju¢i i patogene. Da bi se sgi® Sirenje gena odgovornih za viSestruke
rezistencije, neophodno je intenzivnije pfavanje MDR transportera kod laktokoka
namenjenih za koré&nje u prehrambenoj industriji.

Istrazivanja prikazana u ovom radu su imala zadaljse okarakteriSe CmbT
(engl. Cysteine and Methionine Biosynthesis Trarnsgpp protein, potencijalno novi
MDR transporter u soju. lactis.

Stoga, ciljevi ove studije bili su:

1. Kloniranje cmbT gena u plazmid pNZ8113, nizvodno od fino regultgan
inducibilnog Risa promotora;

2. EkspresijacmbT gena poméu NICE sistema;

3. Ispitivanje uticaja powsane ekspresije CmbT proteina na preZivljavanje koja
lactis NZ9000;

4. Analiza uloge CmbT proteina u rezistentijilactis na razléite supstrate;

5. Molekularna karakterizacija mehanizma delovanja Trmnsportera;

6. Ispitivanje specitinosti supstrata za CmbT potuo3D-QSAR studije;

7. lIspitivanje potencijalne uloge CmbT proteina u rbetemu sumpora.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Bakterijski sojevi i plazmidi

Bakterijski sojevi i plazmidi kori&ni u ovom radu navedeni su u Tabeli 2.

Tabela 2.Lista sojeva i plazmida

Bakterijski soj

Odgovarajuée 0sobiné Izvor ili referenca

Escherichia coli
DH5a

DH5a/pCTE2

SUpE44 AlacU169 @0laczAM15)  (Sambrook et al., 1989)
hsdR17 recAl endAl gyr A96 thi-1

relAl

Derivat soja DH® koji sadrzi Ova studija

plazmid pCTE2

Lactococcus lactisubsp.lactis

NZ9000

NZ9000/pNZ8113

NZ9000/pCT50

Plazmidi

PTZ57R/IT

pCTEZ2

pNZ8113

pCT50

Derivat soj&. lactisMG1363, bez  (Kuipers et al., 1998)
plazmida, Lac, Prt, sa integrisanim
nisRi nisk genima u hromozomu

Derivat soja NZ9000 sa plazmidomOva studija
pNZ8113

Derivat soja NZ9000 sa plazmidom Ova studija
pCT50, za kontrolisanu ekspresiju

CmbT proteina pod R promotorom

Amp, 2,8-kb vektor za kloniranje  Fermentas, Lithuania
PCR fragmenata

pTZ57R/T derivat sa kloniranim Ova studija

cmbT genom

Crh pNZ8048 derivat koji poseduje (Golic et al., 2005)
Pnisa | His tag

Cm, pNZ8113 derivat sa kloniranim Ova studija

cmbT genom

®Amp', rezistencija na ampicilin; Cirezistencija na hloramfenikol.
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3.2. Medijumi za gajenje (rast) bakterija

Za rast laktokoka koré&n je M17 téni medijum (Merck, GmbH Darmstad,
Nemaka) sa 0,5% glukozom (GM17). U sast@W17 medijuma ulaze: polipepton 5
g/l, fitopepton 5 g/l, mesni ekstrakt 5 g/l, ekktrvasca 2,5 g/l, L-askorbinska kiselina
0,5 g/l, Mg-sulfat 0,25 g/, N@-glicerofosfat 19 g/l i glukoza 5 g/l; pH 6,8.

Sojevi laktokoka transformisani odgovardj vektorom, gajeni su u GM17
medijumu sa hloramfenikolom|fy/ml. Bakterije su gajene na 30°C u toku 24 h.

U cilju utvrdivanja uloge CmbT proteina u metabolizmu sumporao k
njegovog uticaja na rast sdjactococcus lactis NZ9000, sojeviL. lactis NZ9000 iL.
lactis NZ9000 koji poj&ano eksprimiracmbT gajeni su uhemijski definisanom
medijumu (CDM) sa razkitim koncentracijama metionina i cisteina. CDM bez
sumpora predstavlja modifikaciju minimalnog medipuma laktokoke (Jensen and
Hammer, 1998; Poolman and Konings, 1988he ga:

- 883 ml rastvora pufera (3 xKPQ,, 3 g KHLPO,, 1 g Na-acetata, 0,6 g (N3
citrata, 0,25 g tirozina, bidestilovana voda do 883

- 5 ml rastvora askorbata (0,6 g askorbata rastvaneghml bidestilovane vode),

- 10 ml smeSe nukleotida (11 mg adenina, 11 mg gaadih mg uracila, 11 mg
ksantina, bidestilovana voda do 11 ml),

- 1 ml rastvora elemenata u tragovima (20,5 g Mg&H,O, 1 g CaCix3H,0, 1,6
g MnChkx4H,0, 0,5 g ZnCj, 0,25 g CuCGl, 0,25 g CoGl, 0,4 mg (NH)sM070,4x4H,0,
0,06 g FeCk6H,0, 0,02 g FeGk4H,0O, bidestilovana voda do 100 ml). U svrhu
ispitivanja efekata sumpora, sulfatni joni su zaj@erhloridnim jonima.

- 100 ml rastvora aminokiselina (420 mg Na-aspart3d®, mg asparagina, 390
mg glutamina, 340 mg serina, 225 mg treonina, 1gogiitina, 125 mg arginina, 475
mg leucina, 210 mg izoleucina, 50 mg triptofanab 2A1g fenilalanina, 440 mg lizina,
150 mg histidina, 200 mg tirozina, 303 mg alanid@9 mg prolina, 105 mg valina,
bidestilovane vode do 100 ml). Rastvor aminokisel)@ napravljen bez metionina i
cisteina kako bi koncentracije ovih aminokiselinagie da se variraju.

- 1 ml smeSe vitamina (1 mg biotina, 10 mg folne lkise 10 mg riboflavina, 10
mg nikotinske kiseline, 10 mg pantotenske kiselig@, mg piridoksala, na 10 ml
bidestilovane vode).

39



Materijal i metode

U ovako pripremljen hemijski definisan medijum dedaa je glukoza (2%) i
0,1 x metionin ili 10 x metionin/cistein. Kao vreati za 1 x metionin i 1 X cistein uzete
su optimalne vrednosti za rast laktokoka — 0,84 méfionin i 0,82 mM cistein.

Za rast bakterija rodgscherichia coli koris¢en jeLuria broth (LB) medijum,
koji sadrzi: tripton 10 g/, ekstrakt kvasca 5iglaCl 5 g/I.

RastE. coli odvijao se u trajanju od 16 h na 37°C uz aeradjmpicilin je
dodavan u koncentraciji 10Qug/ml, za gajenje sojeva koji su transformisani
odgovarajdim vektorom.

Odgovarajde ¢vrste podloge su dobijane dodavanjem 15 g/l ag@mldk,
Srbija) u téni medijum. Svi medijumi sterilisani su u autoklavdurajanju od 15 min na
121°C. Sojevi laktokoka stuvani u odgovarajtem medijumu za rast sa 15% glicerola
na -80°C.

3.3. Metode za izolovanje DNK

3.3.1. Metoda za izolaciju ukupne DNK iz laktokoka

Ukupna DNK iz laktokoka izolovana je metodom koju @pisali Hopwood i
saradnici (1985) uz odgovaragimodifikacije.

- Talog dobijen centrifugiranjem 10 ml kulture u logamskoj fazi rasta (O&o=
0,6-0,8) opran je u 500l TEN pufera (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 10 mM EDTA p8{0,

50 mM NacCl) i resuspendovan u 500PP pufera (0,5 M saharoza, 40 mM Natetat,
10 mM Mg-acetat pH 7,0) sa lizozimom (7 mg/ml).

- Celijska suspenzija je zatim inkubirana na 37°C 30.m

- Dodato je 25Qu rastvora SDS-a (2%) i smeSa je intenzivno me$aneorteksu
sve dok viskozitet nije postao primetno manji (@o® u trajanju od 1 min).

- Za uklanjanje proteina, dana je viSestruka fenolska ekstrakcija do gubitka
medufaze. Dodavano je po 250 neutralnog fenol-hloroforma, nakafega je rastvor
intenzivno meSan u trajanju od 30 s, a potom degiran (15 min na 13000 rpm u
centrifugi 5424, Eppendorf, Hamburg, Netka).

- Supernatant je paZzljivo sakupljen, prédau nove mikrotube, a potom su dodati

3 M Na-acetat pH 4,5 (1/10 volumena) i izopropgdololumen).
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- Smesa je inkubirana 10 min na sobnoj temperatutagano mesanje, a potom
je ukupna DNK istalozena centrifugiranjem (20 man18000 rpm u centrifugi 5424).

- ViSak soli iz taloga ukupne DNK uklonjen je pranjenmladnom etanolu (75%,
-20°C).

- DNK je zatim suSena na 37°C i resuspendovana ul50@idestilovane vode.
RNK je odstranjivana dodavanjempl RN-aze (10 mg/ml) i inkubacijom uzorka na
37°C u trajanju od 30 min.

- Koli¢ina ukupne DNK je proveravana spektrofotometrijsi@renjem optike
gustine (ODgp | OD2gg) (NanoVue Spectrophotometer GE Healthcare, UK)liteta
izolovane DNK je procenjen na osnovu taraavanja odnosa QgYODygo

3.3.2. Mini-metoda za izolaciju plazmidne DNK iKtakoka i E. coli

Izolacija malih koléina plazmidne DNK izE. coli i transformisanih laktokoka
radena je po modifikovanoj metodi ,JETSTAR Plasmid-KitNI* (Genomed, GmbH,
Austrija):

- Celije iz prekonéne kulture (3 ml z&. coli i 10 ml za laktokoke) su taloZene
centrifugiranjem, a zatim resuspendovane u g0OB1 rastvora (50 mM Tris-HCI, 10
mM EDTA, finalno pH 8,0) koji sadrzi RN-azu (1Q®/ml). Za izolaciju plazmidne
DNK iz laktokoka, rastvoru E1 je pored RN-aze doddizozim u koncentraciji 4
mg/ml.

- SmeSa je potom inkubirana na 37°C u trajanju odn@® (samo za izolaciju
plazmidne DNK kod laktokoka).

- Liza ¢elija postignuta je dodatkom 2Q0 rastvora E2 (200 mM NaOH i 1%
SDS), koji je kodE. coli dodat odmah nakon rastvora E1, a W@au laktokoka posle
inkubacijec¢elija na 37°C u prisustvu lizozima.

- Dobijena suspenzija je lagano meSana do homogeeizliwata, na sobnoj
temperaturi, u trajanju od 2 do 5 min.

- Dodavanjem 20Qu rastvora E3 (3,1 M K-acetat, &tna kiselina, finalno pH
5,5) uz intenzivno mesSanje postignuta je neutreijazdiziranih ¢elija.

- Smesa je zatim centrifugirana (10 min, 13000 rpentrifuga 5424).
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- Dobijeni supernatant prenet je u novu mikrotubkpju je dodato 20@l fenol-
hloroforma, smesSa je intenzivno promeSana i cemfiidna 5 min na 13000 rpm u
centrifugi 5424.

- Gornja (vodena) faza je preneta u novu mikrotulbplaamidna DNK iz rastvora
je talozena dodavanjem 0,7 volumena izopropanckntrifugiranjem (10 min, 13000
rpm, centrifuga 5424).

- Pranje DNK je vrSeno hladnim etanolom (75%, -20°C).

- Nakon suSenja na 37°C, plazmidna DNK je resuspeamtdw bidestilovanoj
H2O. RNK je odstranjivana dodatkomuyl RN-aze (10 mg/ml) i inkubiranjem uzorka
na 37°C u trajanju od 30 min.

Izolacija plazmidne DNK koja je koigna za sekvenciranjedena je ,QIAprep
Spin Miniprep Kit* (Qiagen GmbH, Hilden, Nerde) kitom, uz modifikaciju za
laktokoke (dodatak lizozima u pufer za resuspend@véelija i inkubacija na 37°C u
trajanju od 1 h).

Kolicina plazmidne DNK je proveravana spektrofotomekrijaerenjem optike
gustine (ODeo i OD2gg) (NanoVue Spectrophotometer GE Healthcare, UK)liteta
izolovane DNK je procenjen na osnovu taraavanja odnosa QgYODygo

3.4. Enzimske reakcije sa DNK
3.4.1. Umnozavanje DNK fragmenata PCR metodom (eigllymerase Chain

Reaction)

UmnozavanjembT gena PCR metodom ui@no je korisenjem hromozomalne
DNK izolovane izL. lactis NZ9000 kao matrice. Pripremljena je reakciona snkeja
sadrzi: 1 x reakcioni pufer (KAPAaq Buffer A sa 1,5 mM MgG)), 200 uM svakog
dezoksinukleotida (dNTP), prajmere (svaki po 281) i 1 U Kapa Taq DNK
polimeraze (Kapa Biosystems, USA). Kafia DNK matrice u eksperimentima bila je 1
ng.

Umnozavanje Zeljenog fragmenta vrSeno je pamodgovarajtih prajmera
(Tabela 3).
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Tabela 3.Sekvence prajmera koésnih za umnozavanje ciljnog gena*

Prajmer Gen Sekvenca prajmera 5-3' Th (°C) Referenca

FcmbT-Ncol cmbT CATGCCATGCAGGAGATTTTATTGCATG 58°C Ova studija

RcmbT-Xbal cmbT GCTCTAGAATGATTGGCTCTAATTTTTTTC 56°C Ova studija

*Sekvence koje prepoznaju restrikcioni enzimi sdypgene

PCR reakcija je iena po sledem programu: p&etna denaturacija 5 min na
94°C, umnozavanje DNK fragmenata u 30 ciklusa: tieaaija 90 s na 94°C, vezivanje
prajmera 30 s 55°C, polimerizacija 90 s 72°C ilfuagpolimerizacija 7 min na 72°C.

Dobijeni PCR produkti pkgS¢avani su propustanjem kroz kolonice QIAquick
PCR Purification KIT/250 (Qiagen GmbH, Netka).

3.4.2. Séenje DNK restrikcionim enzimima

Se&enje restrikcionim endonukleazama (Sambrook et 1#89) je rdeno u
komercijalnim puferima, koji su odgovarégjwza kori€ene enzime. Uslovi za &nje
DNK restrikcionim enzimima, kao Sto su koha enzima, pufer i temperatura

inkubacije, odréivani su prema uputstvu proizéaa.

3.4.3. Ligacija DNK fragmenata

Ligacija DNK fragmenata (Maniatis et al., 1982}ieaa je tako Sto su DNK
fragment i vektor sa komplementarnim lepljivim le@ma pomesSani u odgovaragm
odnosu u ligacionom puferu (50 mM Tris-HCI, pH 7H) mM MgCh, 10 mM
ditiotreitol, 1 mM ATP). Ligacija DNK je vrSena wilumenu od 2Qul. Koncentracija
plazmidne DNK dodavane u reakcionu smesSu bila j@ @4 ug/ml i na tu koléinu
DNK dodavan je 1 U enzima T4 ligaze (Agilent Tedloges, SAD). Ligaciona smeSa
je inkubirana preko o na 16°C.
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3.4.4. Sekvenciranje DNK

Plazmidi izolovani izE. coli i L. lactis pomau ,QIAprep Spin Miniprep Kit-a“,
su usluzno sekvencirani u servisu za sekvencif@tgerogen, Seul, Koreja; Macrogen,
Amsterdam, Holandija). Sekvence kégaih prajmera prikazane su u Tabeli 4.
Uporeiivanje dobijenih nukleotidnih sekvencideno je poméu NCBI (engl. National
Center for Biotechnology Information) baze podajal®AST programom za

pretrazivanje homologe nukleotidne sekverdg(//www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST.

Tabela 4.Sekvence prajmera koésnih za sekvenciranje ciljnog gena

Prajmer Gen  Sekvenca prajmera 5-3' Referenca

Prisa-F cmbT GATCTAGTCTTATAACTATACTG Ova studija
CmbT-R-His cmbT AATTGCCATTTCAATTGAACGTTTCAAGCC Ova studija
MDR-F cmbT GACGCCGGAGAGACATATC Ova studija

MDR-R cmbT CTGGAAGGGCATCTCATC Ova studija

3.5. Elektroforeza i elucija DNK

3.5.1. Horizontalna elektroforeza DNK na agaroznayelu

Elektroforeza totalne DNK, plazmidne DNK i PCR-omnnozenih fragmenata
radena je na horizontalnim 1% agaroznim gelovima lgnji pravljeni rastvaranjem
agaroze u 1xTAE puferu (40 mM Tris-acetat, 1 mM EBDTpH 8,0) uz dodatak
etidijum bromida (0,5ug/ml). Elektroforeza je tekla pri konstantnom napad 1-10
V/cm gela, a kao pufer za elektroforezu kéeis je 1XTAE.

Velicine analiziranih linearnih fragmenata odik@ne su na agaroznim gelovima
uporetivanjem duzine puta DNK trake koja se ispituje sdidom puta koju su presli
DNK fragmenti poznate veiine. Kori&en je ,Gene Rulef™ DNA 1 kb Ladder Mix“
(Fermentas, Litvanija) kao DNK standard.
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3.5.2. Elucija DNK fragmenata

Elucija linearizovanih delova DNK dobijenih nakomcenja restrikcionim
enzimima rdena je tako Sto je posle elektroforeze, isecanag@ooznog gela u okviru
koga se nalazi fragment DNK Zzeljene duzine. Pot@miz is€ka gela, DNK
ekstrahovana ponda QIAquick Gel extraction kit-a/250 primenom proodd
.MiniElute Gel Extraction“ (Qiagen GmbH, Nertie).

3.6. Transformacija ¢elija sa DNK
3.6.1. Transformacija E. coli

3.6.1.1. Priprema E. coli kompetentnifelija

KompetentneE. coli ¢elije pripremane su prema modifikovanoj procedari s
rubidijum hloridom (Hanahan, 1985):

- 100 ml LB medijuma inokulisano je sa 1 ml kultudepijene resuspendovanjem
10 kolonija sa sveze, prekaime, LA Petri SoljeCelije su gajene na 37°C, uz snaznu
aeraciju na 180 rpm, do ogite gustine kulture od 0,4 na 600 nm.

- Dalji rast bakterija zaustavljen je dnjem kulture na ledu 15 min, a potom su
¢elije obarane (25 ml kulture po epruveti) centrifagjem (10 min, 5000 rpm, 4°C,
centrifuga 5804R Eppendorf, Hamburg, Neke.

- Supernatant je odlivan, a talog resuspendovanmi2ashlaenog 0,1 M CaGl
uz lagano mesSanje i ostavljen na ledu 15 min.

- Nakon ponovnog centrifugiranja (10 min, 5000 rpfiC 4centrifuga 5804R),
talog je resuspendovan u 2 ml RF2 pufera (10 mM BOFO mM RbCI, 75 mM
CaCbx2H,0, 15 % glicerol, finalna pH vrednost 6,8).

- Dobijena suspenzijéelija je, posle hidenja na ledu od 15 min, raspodeljena u
alikvote od po 20@ul. Alikvoti su naglo zamrzavani udeom azotu, a zatiruvani na -
80°C do korigenja.
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3.6.1.2. Transformacija E. coli kompetentnibelija toplotnim Sokom (engl.
»Heat shock")

- Prilikom kori&enja, prethodno pripremljene kompetentedije E. coli, najpre
Su otapane u ruci, a potom je u njih dodavana DhKSe od 200 ng ukupne DNK, u
zapremini do 2Qul).

- SmeSa je potom prenoSena na led 60 min, uz poviemesanje.

- Celije su izlozene ternskom stresu (42°C) u trajanju od 90 s, a potom feene
na led dodatnih 5 min.

- Posttransformaciono ozivljavanfelijia omogéeno je dodavanjem 300 LB
medijuma i inkubiranjem na 37°C od 30 do 60 minnienzivnu aeraciju.

- Alikvoti transformacione smeSe utrljani su na odg@ayte cvrste selektivne LB

podloge, koje su inkubirane na 37°C do pojave tfaansnata (u proseku 24 h).

3.6.2. Transformacija laktokoka elektroporacijom

Priprema elektrokompetentndelija i elektroporacija laktokoka dana je prema
proceduri koju su opisali Holo i Nes (1989):

- Iz pojedin&ne kolonije sa GM17 Solje zasejana je kultura lkeéka u GM17
tecni medijum i gajena na 30°C prekodndPrekon@éna kultura je razblazena 100 puta u
GM17 medijumu sa 1% glicinom. Posle inkubacije &G do postizanja O§donn=0,2
— 0,6, kultura je preneta na led 15 min.

- Talog celija dobijen centrifugiranjem 10 ml kulture (10 mi4500 rpm, 4°C,
centrifuga 5804R), ispiran je dva puta u 5 ml 0,5d€tvora saharoze i resuspendovan u
200yl istog rastvora.

- U smesSu je dodato (g plazmidne DNK, a nakon stajanja na ledu u traja
15 min, uz povremeno meSanje, suspenzija je prenekavete za elektroporaciju
(dijametra 0,2 cm).

- Elektropulsiranje bakterija da@no je u GENE PULSER aparatu (Eppendorf,
Nemaka) sa podeSenim uslovima od 24,5 kV/cm, @5 i 200 Q. U kivetu sa
suspenzijom pulsiraniéelija odmah je dodat medijum za regeneraciju (GM17)

- SmeSa je preneta na led 5 min, a potom inkubirama& 30°C.
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- Alikvoti transformacione smeSe razmazivani su avaste GM17 podloge sa
odgovarajdim antibiotikom (hloramfenikol, ;ug/ml), koje su potom inkubirane

na 30°C do pojave transformanata ¢{edje 2 — 4 dana).

3.7. Metode rada sa RNK
3.7.1. I1zolacija ukupne RNK iz laktokoka

Izolacija ukupne RNK iz laktokoka d¢ana je prema ,SV Total RNA Isolation
Kit“ (Promega, USA) protokolu. Koncentracije izokmnvh RNK odrédivane su poméu
NanoVue spektrofotometra (GE Healthcare, UK).

3.7.2. Reakcija ladanog umnozavanja DNK reverznom transkripcijom (RT-
PCR)

RT-PCR je korien da bi se odredio nivo ekspresijgbT gena nakon indukcije
Pnisa promotora dodatkom razliih koncentracija nizina. Reverzna transkripcija
uraiena je poméu RevertAid reverzne transkriptaze (Fermentas, anij@) prema
uputstvu proizvdaca, koristéi 1 ug ukupne RNK kao matricu i prajmer
komplementaran sa Sest ostataka histidina (Higgagyitnih na 3’ kraju eksprimiranog
CmbT proteina (HISTAG prajmer. 5-GTGATGGTGATGGTGAF3). Ovako
sintetisana cDNK uzeta je kao matrica za ampliffkaeCR metodom u 25 sukcesivnih
ciklusa, primenom prajmera FcmbT-Ncol (5'-
CATGCCATGCAGGAGATTTTATTGCATG-3) i HISTAG.

3.8. Metode rada sa proteinima

3.8.1. Analiza sekvence proteina

Primenom raztiitih kompjuterskih programa, analizirana je sekwemroteina,
njegove potencijalne karakteristike i magu lokalizacija u c¢eliji. Prowavanje
proteinske sekvence uieno je poméu SUPERFAMILY baze podataka -
http://supfam.org/SUPERFAMILY/cqgi-bin/scop.cgi?stmi03473 (Madera et al.,

2004). Za preddianje lokalizacije proteina u bakterijskégliji koris¢en je PSORT
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kompjuterski program -ttp://psort.ims.u-tokyo.ac.jp(Nakai and Horton, 1999), a

prisustvo transmembranskih domena u proteinu araiz je primenom TMHMM
softvera http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM (Stiammer et al., 1998).
Predvidanje trodimenzionalne strukture proteinaie@o je poméu Phyre2 servera
(Kelley and Sternberg, 2009).

3.8.2. Ekspresija proteina ponda NICE sistema (engl. Nisin Controlled gene
Expression system)

3.8.2.1. Priprema nizina

Kao inducibilni agens za ekspresiju proteina pamiNICE sistema koré&en je
nizin iz L. lactis (Sigma, Aldrich, Nem&a). Kako je sadrzaj nizina u komercijalnom
preparatu 2,5%, za dobijanje stoka koji sadrzi Inmhgistog nizina, pravi se rastvor 40
mg/ml nizina u 0,05% sietnoj kiselini. SmeSa se ostavi na sobnoj temperatd0
min, a potom se centrifugira da bi se istalozicaserorni materijal. Nizin se potpuno
rastvori u bistrom supernatantu. Alikvoti od po 1 mizina koncentracije 1 mg/ml,
raspodeljeni su u mikrotube i zamrzavani na -206karienja. Smrznuti alikvoti su

stabilni najmanje godinu dana.

3.8.2.2. Ekspresija proteina

Prekon@éne kulture laktokoka, inokulisane su u svez medijumazblazenju
1:100, gajene do ogle gustine Oly=0,2 - 0,5 i indukovane nizinom (0,1 - 10 ngjml
(de Ruyter et al., 1996b). Subinhibitorne koncamiijgganizina u medijumu omog@avaju
ekspresiju cilinog gena, kloniranog iza inducibdnB,sa promotora. Kulture su dallje

gajene 2 h, a potom selije sakupljene za dalje analize.
3.8.3. Izolacija totalnih proteina iz laktokoka
Nakon indukcije nizinomg¢elije su sakupljene centrifugiranjem (10 min, 4500

rpm, centrifuga 5804R), resuspendovane u puferdizzacelija (8 M urea, 0,1 M
NaH,PO,, 0,01 M Tris-HCI, pH 8,0) i inkubirane 30 min na/°€. Uzorak je
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sonifikovan (Soniprep 150, Engleska) 5 puta po iCakkvoti su uzeti za analizu na
SDS-poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE) (50g) i afinitethnu hromatografiju na
kolonici koja sadrzi Ni-NTA agarozu (20Qug). Koncentracija ukupnih proteina
odreiena je BCA testom (Biorad, Newla) u kome se koristi bicinhama kiselina
(Smith et al., 1985).

3.8.4. I1zolacija His6-CmbT proteina iz L. lactis

Za preiscavanje ciljnog proteina (koji na C-terminalnom kraposeduje
polihistidinski ostatak), iz suspenzije ukupnih teina korisena je afinitetna
hromatografija na kolonici. Sadrzaj kolone ispunjemitrilo-tri-sircetnom kiselinom
(NTA) u 6% agaroznom matriksu. NTA je helatni agénsezuje jone nikla (Ni)
pomciu cetiri koordinativne veze. Polihistidinska sekvempeateina (6 histidina u nizu)
vezuje se za jone nikla, i na tajéimse rekombinantni protein zadrzava na kolonici do
kasnije ekstrakcije.

Alikvot suspenzije dobijen prilikom izolacije totah proteina je centrifugiran
20 min na 13000 rpm i 4°C (eppendorf, centrifuga7d). Od supernatanta je odvojeno
20 ul za proveru na SDS-PAGE, a u ostatak je dodatd NifNTA agaroznog matriksa
i smeSa je inkubirana 1 h uz konstantno meSanjé°6a SmesSa je nakon inkubacije
nanoSena na kolonu koja je zatim 3 puta prana 200ql pufera za pranje (8 M urea,
0,1 M NaHPQ,, 0,01 M Tris-HCI, pH 6,3). Protein je eluiran saldnice propustanjem
pufera sa kiselim pH (8 M urea, 0,1 M N#&M,, 0,01 M Tris-HCI, pH 4,5). Posle
svakog koraka pt#Scavanja proteina, uziman je alikvot koji je ka@e#® za SDS-PAGE

i Western blot analize.

3.8.4.1. Odrdivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina oditvana je Bradfordovim esejom (Bradford, 1976).
Kao standard za pravljenje standardne krive kenSje BSA protein poznatih
koncentracija. Pripremljeno je nekoliko razblazepjateinskog standarda u opsegu 1-
25 pg/ml proteina. U 0,8 ml standarda, uzorka i blami@avano je 0,2 ml 5 x

Bradfordovog reagensa. Nakon inkubacije 5 min nansp temperaturi merena je
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opticka gustina na 595 nm na UltraSpec 3300 pro apdratersham Biosciences,
Biochrom Ltd., Cambridge, Engleska). 1z standarlinee je citavana koncentracija
proteina. Bradfordov reagens (5 x) je pravljen le@l&i natin: 100 mg boje Comassie
brilliant blue G 250 rastvarano je u 50 ml 95% etantome je dodavano 100 ml 85%

HsPO, i 50 ml bidestilovane D, smesSa je filtrirana kroz filter papituvana na 4°C.

3.8.5. Elektroforeza proteina na SDS-poliakrilamidm gelu

Totalni proteini izolovani iz laktokoka, kao i aligti uzeti u svakom koraku
prilikom pre&iis¢avanja ciljnog proteina, analizirani su pataoSDS-poliakriklamidne
elektroforeze. Pri elektroforezi u prisustvu SD$+ateini vezuju za sebe molekule
deterdZenta, postaju negativno naelektrisani ijpuka anodi. Préeni put kroz gel je u
direktnoj korelaciji sa njihovim molekulskim masama

Na aparaturi za vertikalnu elektroforezu (Hoefelindéota, SAD) kori&n je
diskontinuirani sistem gelova, koji podrazumeva gel koncentrisanje i gel za
razdvajanje.

U sastav gela za koncentrisanje ulaze:

- 4% akrilamid, 0,2% bisakrilamid, 0,125 M Tris-HCH%5,8, 0,1% SDS, 0,1%
TEMED i 0,1% NH-persulfat; agel zarazdvajanje sadrzi: 15% akrilamid 305 M
Tris-HCI pH 8,8, L% SDS (% TEMED i 0,1% NH.persulfat.

Elektroforeza je tekla 16 h pri konstantnajifa struje od 10 mA po gelu. Pufer
za elektroforezu sadrzavao je 0,025 M Tris baze9DM glicina i 0,1% SDS, finalno
pH 8,3. Kada indikatorska boja (bromfenol plavojielalo 0,5 cm od ivice gela, sa
ploce za elekroforezu je odstranjivan gel za koncesmjes Gel za razdvajanje je
fiksiran i bojen preko n® u rastvoru koji sadrzi 45% metanola, 47% vode, Sf4etne
kiseline i 0,5% komazi-plave (Coomassie brilliamido R250) uz lagano meSanje na
mesalici. Odbojavanje gela je vrSeno u rastvoru $axqrzi 10% metanola, 82% vode i
8% siketne kiseline uz lagano mesanje. Rastvor za odaojaye menjanna 2 do 3 h, a
regenerisan je propustanjem kroz aktivni ugalj kajisebe vezuje Coomassie brilliant
blue R250.
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3.9. Western blot analiza

Transfer proteina sa SDS-PAGE gela na poliviniludifid (PVDF) membranu
(Millipore, USA) uraien je pomoéu “Semi-dry Fast blot” (Fast blot B43, Biometra,
Germany) aparata prema uputstvu prodaga. Nakon transfera proteina, PVDF
membrana je suSena na vazduhu, a potom inkubirae&o pn&i na 4°C u
modifikovanom fosfathom puferu sa solima (PBS) (8NgCl, 0,2 g KCI, 1,44 g
NaoHPO,, 0,24 g KHPQ,, pH 7,4, do 1 | KO) koji sadrzi 0,1% (v/v) Tween-a 20 i 5%
(w/v) mlecnog praha. Posle zésnhja, membrana je inkubirana 1 h u PBS-u sa 0.1%
(v/v) Tween-om 20 i Anti-His6-peroksidaza antiteldmnjugovanim sa peroksidazom
rena (HRP) (Roche, Nertka) u odnosu 1:1000. Signal je detektovan pam®IGMA
FAST™ 3, 3-Diaminobenzidin tableta (Sigma Aldrich Chemie, N&ka).

3.10. Odrdlivanje krive rasta kod laktokoka

Prekonéne kulture L. lactis NZ9000 i L. lactis NZ9000/pCT50 sojeva
razblazene su u svezem GM17 medijumu i CDM medijlojusadrzi 0,1 x metionin i
10 x metionin/10 x cistein. Nakon postizanja ekspaijalne faze rasta, dodavan je
nizin u finalnoj koncentraciji 1 ng/ml. U cilju ppsanja istih eksperimentalnih uslova,
nizin je dodavan i u medijum sa kontrolnim sojenapZ®mine od 10Qu kultura
koris¢ene su za pravijenje serijskih razblaZzenja u fadkbm rastvoru i nakapavanje
¢elija nacvrste GM17 Solje (uz dodatak hloramfenikola kadagé&ebno). Postupak je
ponavljan svakog sata. Napravljene su krive rastd..zlactis NZ9000 i L. lactis

NZ9000/pCT50 u odgovarajam medijumu i izr&unato vreme generacije za svaki soj.

3.10.1. Izr@&@unavanje srednjeg vremena generacije

Srednje vreme generacijg)(je proséno vreme potrebno da se brglija u
kulturi udvostrdi. Ratuna se prema sle¢lg jedn&ini:
logioNt = loghoNo + g loge2 (3)
ili

g = (logoN: -10910No) / l0g102 4)
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gde Ni Ng predstavljaju brogelija u vremenu t igt(Slika 11).
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Slika 1Kriva rasta bakterija.

Izratunata g vrednost predstavlja broj generacija u erant - §.

3.11. Ispitivanje osteljivosti laktokoka na razltite toksi¢ne agense

Osetljivost sojeval. lactis NZ9000/pNZ8113 iL. lactis NZ9000/pCT50 na
razlicite tokstne agense ispitivana je u GM17Zrnem medijumu (Sakamoto et al.,
2001). Prekonine kulture laktokoka, razblazene su u svezem nmmdiju gajene na
30°C do postizanja eksponencijalne faze rasta.nPstokulture razblazene do @jpod
0,05, dodat je nizin u koncentraciji 1 ng/ml i &k (150 ul) su preneti u mikrotitar
plocu sa 96 polja. U plo su se nalazile rasta koncentracije razlitih toksi¢nih
agenasa (15Ql): etidijum bromid, holat (natrijum tauro dezokwilat), Hoechst 33342,
rodamin 6G, kanamicin, streptomicin, apramicin &jltobramicin, gentamicin sulfat,
geneticin disulfat, spektinomicin, puromicin, esitmicin, azitromicin, ampicilin,
penicilin G i penicilin V, tetraciklin, doksiciklinrifampicin, bacitracin, cefalosporin C,
cefalotin (natrijumova so), novobiocin, nalidikdgaskiselina, linkomicin, vankomicin,
ciprofloksacin, norfloksacin i pipemidinska kiselifu opsegu od 0 do 25&y/ml),

sulbaktam, sulfametoksazol, sulfizoksazol (sulfabof), sulfanilamid, sulfadiazin,
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sulfakinoxalin (natrjumova so), sulfametizol, srfetoksipiridan, sulfapiridin (u
koncentracijama od 0 do 50 mg/ml) u GM17 medijurhu.analize nije ukljgen
hloramfenikol, jer se na vektoru pCT50 nalazi genhtoramfenikolsku rezistenciju.
Gustinacelija, pra&ena je merenjem na Qf svakih 30 min u toku 24 h na dagu
Multiscan RC (Labsystems, UK). Eksperimenti sudera u triplikatu. Koncentracija
antimikrobnog agensa koja inhibira rast 5@%lija u uzorku (IGg), odreiena je
koris¢enjem Graph Pad Prism 5 softvera, kigigem nelinearne regresije (Dose-
response curves — Inhibition, ,log(inhibitor) varmalised response*):

Y=100/(1+10"((X-LogIC50))) 5)
izvedene iz Michaelis-Menten jedfiae koja opisuje enzimsku aktivnost kao funkciju
koncentracije supstrata i to

Y=Vmax*X/(Km+X) (6)
gde je Y aktivnhost enzima izrazena u rétihn jedinicama, u zavisnosti od enzima. X je
koncentracija supstrata izrazena u «atzin jedinicama za koncentraciju.

U svrhu procene postojanja statidti znaajne razlike izméu dve srednje

vrednosti dva niza rezultata kar&h je Studentov t-test.

3.12. Transportni eseji

U cilju dokazivanja da je CmbT posredovan eflukpstrata energetski zavisan,
praen je transport etidijum bromida (EtBr) i boje Hbset 33342 merenjem
intracelularnih koncentracija ovih jedinjenjalu lactis. EtBr i Hoechst 33342 imaju
sposobnost da nakon vezivanja za DNK fluorescitagledcega je njihov efluks pten
merenjem fluorescence potospektrofluorimetra.

L. lactis NZ9000 i L. lactis NZ9000/pCT50 ¢elije indukovane nizinom
sakupljene su centrifugiranjem, oprane tri putped0 ml 50 mM K-HEPES, pH=7,0,
uz dodatak 5 mM MgSKi resuspendovane do @g=0,5 u istom puferu radi merenja
fluorescencije.

Za merenje transporta EtBelije su tretirane 5 min sa 20 mM glukozom, pre
dodatka EtBr u finalnoj koncentraciji 10 uM. Poreda, préen je uticaj ATP-aznog
inhibitora orto-vanadata na efluks EtBr. U tom¢sju, ¢elije su prvo tretirane sa 10
mM L-argininom u prisustvu 0,5 mM orto-vanadata K&aoto et al., 2001).
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Fluorescencija kompleksa EtBr-DNK merena je kmigem ekscitacione i emisione
talasne duzine od 500 i 580 nm (Bolhuis et al.,.5)99

Za merenje fluorescencije Hoechst-a 33342 (Flukachl®emica, Switzerland)
¢elije su najpre tretirane glukozom u prisustvu sugtvu jonofora valinomicina i
nigericina (svaka u koncentraciji od 1 pM) (Putmatn al.,, 1999). Intenzitet
fluorescencije pr&n je u vremenskom intervalu od 5 min na spektosflnetru (Jobin
Yvon, Horiba Group, France) koésnjem eksitacionih i emisionih talasnih duzina 855
457 nm.

Kinetika fluorescencije EtBr i Hoechst-a ode@a je nelinearnom regresionom
analizom, primenom Graph Pad Prism 5 sofvera.

3.13. Detekcija tiola

Odretivanje slobodnih tiolnih grupa dano je primenom 5,5-ditiobis 2-
nitrobenzoeve kiseline (DTNB) prema metodi kojwpgsao Uren (1987), sa odenim
modifikacijama:

- prekond@ne kulture laktokoka su razblazene u hemijski definom medijumu
(CDM) koji sadrzi 0,1 x metionin i 10 x metionin/20cistein i inkubirane na 30°C do
opticke gustine od OR,0,5;

- ekspresija CmbT proteina indukovana je dodatkominaizu finalnoj
koncentraciji 1 ng/ml i inkubacijom 2 h na 30°C,;

- alikvoti (500 pl) kulture su preneti u nove mikrotube, dodato j&02ul
trinlorsircetne kiseline (TCA) telije su oborene centrifugiranjem (1500 rpm, 15,min
centrifuga 5424);

- supernatant (100l) je pomeSan sa 4Q0 Tris HCI pH 8,8 i 40ul DTNB;

- suspenzija je inkubirana na 37°C 1 h, a intenzitdtijene Zute boje odien je
pomau spektrofotometra (Ultrospec 500- 1100 pro, Amansh Biosciences, UK),

merenjem apsorbance na 412 nm.
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3.14. Odralivanje H,S

Odretivanje slobodnog vodonik sulfida zasniva se nacigiak

Pb(CHCOO), + HbS —» PbS + 2GEO0OH
pri cemu je intenzitet braon boje taloga (PbS) srazmlep&tini oslobaienog HS.

Prekonéne kulture L. lactis NZ9000 i L. lactis NZ9000/pCT50 sojeva
razblazene su u svezem GM17 medijumu i CDM medijlojusadrzi 0,1 x metionin i
10 x metionin/10 x cistein. Nakon postizanja ekspaijalne faze rasta, dodavan je
nizin u finalnoj koncentraciji 1 ng/ml. U cilju pbsanja istih eksperimentalnih uslova,
nizin je dodavan i u medijum sa kontrolnim sojeniteF papir natopljen je sa 10d
0,25M Pb(CHCOO), i postavljen na vrh epruvete tako da ne dodirujediam.

Kulture su inkubirane na 30°C prekocno

3.15.Modeliranje, optimizacija i molekulsko dinami¢ka studija CmbT
proteina

Homologni model CmbT proteina dobijen je kodgjem Phyre2 (engl. Protein
Homology/Analogy Recognition Engine V 2.0) servéikzlley and Sternberg, 2009).
Detaljan opis metoda primenjenih u Phyre2 servalusdi Bennett-Lovsey i saradnici
(2008). Phyre2 server koristi baze podataka padznatruktura proteina, poput
Strukturne klasifikacije proteina (engl. Structu@bssification of Proteins - SCOP) i
Proteinske baze podataka (engl. Protein Data BafOB) (Berman et al., 2000).
Prilikom fomiranja homolog proteina vrSeno je ptewje primarne strukture ispitivanog
proteina i svih proteina iz baza podataka. U badapaka je takie smeStena i poznata i
predvidena sekundarna struktura ovih proteina. SekvenchTQonoteina je uporeEna
sa bazom podataka i potmoPSI-Blast programa dobijene su sekvence sa ViBi#im
stepenom homologije u odnosu na CmbT (Bennett-Lwseal., 2008). Precizno
uporefivanje CmbT sekvence sa bazom podataka je¢mljikkorak u formiranju
ispravnog 3D modela ispitivanog proteina. Validiraretod za automatsku procenu
usklaienosti sekvenci (Tress et al., 2003) je implemantu Phyre2 server. Svakom
delu CmbT strukture koji se podudario sa delom kstme poredbenog proteina,
dodeljena je vrednost pouzdanosti préddwmia. Regioni CmbT proteina sa
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odgovarajdom pouzdanad predvidanja su obelezeni bojama, od crvene (visok stepen
pouzdanosti) do plave (veoma mala pouzdanost).

Homologi model CmbT proteina je formiran na osnatuktura poredbenih
proteina: dlpw4a, c2gfpA, cd4apsB, c2xutc, c3o7[dvd@a, c2g9pA, c3b9yA, c3V5UuA,
d3procl i c2vxhF. Za korekciju mogt strukturnih greSaka i formiranje pouzdanog
CmbT modela kori&®n je Schrodinger-Protein Preparation Wizard (Sidinger, 2011
Protein Preparation Wizard, Epik version 2.2, Sdhrger, LLC, New York, NY, 2011,
Impact version 5.7, Schrédinger, LLC, New York, N2011, Prime version 3.0,
Schrdadinger, LLC, New York, NY, 2011), u okviru Mam 2011 programa (Maestro,
version 9.2, Schrodinger, LLC, New York, NY, 201Dobijeni model je dalje
optimizovan kombinacijom OPLS polja sila i GB/SAekfivnog solvatacionog modela
u MacroModel programu (MacroModel, version 9.9, i®dmger, LLC, New York,
NY, 2011).

Polazéi od optimizovane strukture CmbT proteina, molekalsdinaméke
simulacije su izvrSene primenom MacroModel prograrRaoteinski parametri su
opisani standardnim AMBER poljem sila za bioorgansisteme (Duan et al., 2003).
Model CmbT je ispitivan u vodenom rastvoru. Makdimaavrednost rastojanja odA7
za Van der Waals-ove, 1R za elektrostatke interakcije i 4A za vodonine veze su
koris¢ena za izraunavanje intermolekulskih interakcija. SHAKE je iséen za veze u
kojima Wwestvuju vodonikovi atomi (Ryckaert et al., 1977)st&mi sa najnizom
energijom su postepeno zagrevani do 300 K pri letsoj sili, pricemu je usledio
period konstantnog pritiska od 50 ps u cilju ptarga gustine, dok su zadrzana
ograntenja za kompleksne atome. Posle toga je usledda maolekulsko dinanike
simulacije, koja je trajala 4 ns sa intervalimalQ8l fs.

Primenjeni postupak omodo je preciznu procenu energija optimizovanog
CmbT modela koji je na kraju ispitan primenom Rahadran grafika (Maestro,
version 9.2, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2011).

Za predvianje CmbT ligand-vezufih mesta primenjen je 3DLigandSite web

server fttp://www.sbg.bio.ic.ac.uk/3dligandsjte koji se zasniva na uspesSnim

manuelnim metodama koje se koriste za procenu Kehma predwanje strukture

proteina (engl. Critical Assessment of techniques drotein Structure Prediction
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CASPS8). Ligandi vezani za strukture cske ispitivanom CmbT proteinu se
superponiraju na model i koriste za preidwije mesta vezivanja (Wass et al., 2010).

3.16. Molekulsko modeliranje

Vrednosti relativnih rezistencija (RR) dobijene sa osnovu Igy vrednosti
kontrolnog (. lactisNZ9000) i indukovanogl(. lactis NZ9000/pCT50) soja u prisustvu
razlicitih ispitivanih jedinjenja. Negativan logaritamlaBvne rezistencije je iztanat i
koris¢en kaozavisno (Y) promenljiva u QSAR analizi. Za sva ispitivanedinjenja
izracunate su K, vrednosti i odabrani dominantni molekulski/katjkneblici pri pH
50 pom@u MarvinSketch 5.5.1.0 programa (ChemAxon Marvirtke5.5.1.0

program, Budapest, Hungary, 2011. www.chemaxonjpadlcts.htnjl Dominantne

forme testiranih jedinjenja (Slika 12), kar@he su za 3D-strukturnu optimizaciju.
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Slika 12. Strukturne formule jedinjenja koé&nih za 3D-QSAR studiju.

Prikazane strukture predstavljaju najdominantropenie jedinjenja pri pH 5,0.

Kompletna geometrijska optimizacija odabranih daminih oblika izvrSena je
prvo primenom semi-empirijskog PM3 metoda (StewE®89a, 1989b), a zatim HF/3-
21G nivoaab initio teorije (Fischer, 1977) u Gaussian 98 programuugSian 98
(Revision A.7) Frisch MJ et al Gaussian, Inc., 19P&tsburgh PA). Usled velike
molekulske mase, optimizacija konformacije rifanipé; bacitracina i vankomicina je
izvrSena samo primenom PM3 metoda. Odabrane metbdeni setovi su uspesno
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koris¢eni za optimizaciju srodnih organskih jedinjenjak@ic et al., 2009; Barone et
al., 2013).

3.17. 3D-QSAR studija

3D-QSAR studije ispitivanih jedinjenja izvedene isdPentacle 1.0.6 programu
(Pentacle, Version 1.0.6.; Molecular Discovery LtdRerugia, Italy, 2009.
http://www.moldiscovery.com/soft_pentacle.phpi  Schrédinger-Phase  software
(LigPrep, version 2.5, Schrédinger, LLC, New Yok, 2011 and Phase, version 3.3,
Schrodinger, LLC, New York, NY, 2011) u okviru Maes2011 programa (Maestro,
version 9.2, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2011).

3D-QSAR analiza zapeta je izréunavanjem trodimenzionalnih mapa energija (engl.

GRID based Molecular Interaction Fields-MIFs) iztnespitivanih molekula ietiri
hemijske ,probe“, koje predstavljaju male hemijskeipe sa definisanim osobinama:
DRY ,proba“ predstavlja hidrofobne interakcije; @rpba“ je sp karbonilni kiseonikov
atom, akceptor vodotne veze; N1 je neutralni planarni NH, kao u amidanor
vodonkne veze i TIP ,proba“ je deskriptor molekulskogikal Rastojanje u mrezi je
podedeno na 0,5 A, a MACC2 korekcija geometrijelré A. Energija interakcije
izmedu probe i molekula je iztanata u svakoj tki mreze kao zbir Lennard-Jones
energije k), energije vodornih veza Enp), energije elektrostatkih interakcija Ee)) |
entropije (S) (Pastor et al., 2000):
Exz= Y Eijt>Ea+XEn (7)
Pentacle program automatski prevodi dobijene mafsrakcionih energija u
deskriptore nezavisne od preklapanja mapa ispitivaedinjenja (engl. GRID
Independent Descriptors - GRIND i GRIND2 deskriptoGRIND pristup ima za cil]
da izdvoji podatke sadrzane u MiFprevede ih u nove tipove promenljiviéije
vrednosti ne zavise od orjentacije molekula. Tgosstize primenom optimizacionog
algoritma koji kao funkciju procene (engl. scorifhction) koristi intenzitet polja i
uzajamna rastojanja izre izabranincvorova. Dobijene promenljive formiraju matricu
deskriptora koja se moze analizirati primenom PG¥g(. Principal Component

Analysis) i PLS (engl. Partial Least Squares) reigree analize. Analiza osnovnih
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komponenti (PCA) je koréena za dobijanje mape koja opisujecrsbisti i razlike
izmeiu analiziranih jedinjenja, dok je analiza parci@lnajmanjih kvadrata (PLS)
regresiona analiza primenjena za formiranje 3D-Q®#dRlela (Eriksson et al., 2001).
Procena kvaliteta i prediajuce sposobnosti formiranih modela je izvrSena nawasno
vrednosti parametara: ukrStene validacije (englavieeOne-Out Cross-Validation -
LOO-CV) (Q/(Y)) (Allen, 1974), koeficijenta korelacije (Boservedvs predicted, Srednje
kvadratne greSke procene (engl. Root Main Squarear Bf Estimation - RMSEE) |
srednje kvadratne greSke prethmja (engl. Root Main Squared Error of Prediction -
RMSEP).

UkrStena validacija se zasniva na is&yanju jednog para podatak#;(Y;) iz
Ispitivanog seta, a zatim formiranju nove regresi@ungine kori€enjem preostalih n-
1 podataka. Dobijeni regresioni model sa n-1 pddate zatim koristi za predianje
vrednosti Y; iskljucenog jedinjenja. Razlika iznde eksperimentalnih i predignih
vrednostiY se r&una za svaki model prema forme}j=y; —%. Na osnovu predidene
rezidualne sume kvadrata, PRESS (engl. Predictsdlizd Sum of Squares) i ukupne

sume kvadrata, SSTo (engl. Sum of Squares Totallizata je vrednost QY):

PRESS=Y"" € @)
SST0=i(yi -y)° o
gdeje’ 2o (10)
Q2(Y) =1- PREiS o

U prikazanim formulama predstavlja broj podataka koji formiraju regresionu
jedn&inu, y; eksperimentalno dobijenu vrednostyi vrednost preddienu datim
regresionim modelom.

PLS modeli sa €Y)= 0.5 se smatraju dovoljno pouzdanim za préanje
zavisne promenljive Y (Wold et al., 1993).

Sposobnost modela da izvrSi prethije jedinjenja u trening setu procenjena je na

osnovu vrednosti RMSEE:
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RMSEE = \/ Ziﬂ(yri] ) (12)

gde jen broj uzoraka u trening setu,y i Yy, predstavljaju redom eksperimentalne i

predvidiene vrednosti jedinjenja u trening setu.
Sposobnost modela da izvrSi pretiuije jedinjenja u test setu procenjena je na

osnovu vrednosti RMSEP:

RMSEP = \/ Ziﬂ(y;] 3 (13)

gde jen broj uzoraka u test setu, g i Yy, predstavijaju redom eksperimentalne i

predvidene vrednosti jedinjenja u test setu.
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4, REZULTATI

4.1. Kompjuterska analiza CmbT proteina

U cilju karakterizacije potencijalne strukture ik#dizacije CmbT proteina u
bakterijskoj ¢eliji uradena je kompjuterska analiza aminokiselinske sekye@mbT
proteina. U genomu.. lactis subsp cremoris MG1363 cmbT gen je anotiran kao
[Img1104 i kodira transmembranski integralni proteiridmee 454 aminokiseline i
pokazuje homologiju sa 2.A.1.3.X supstrdtétiporter-2 subfamilijom.

Analiza proteinske sekvence poéno Superfamily baze podataka
http://supfam.org/SUPERFAMILY/cgi-bin/scop.cqi?stmi03473 (Madera et al.,
2004) pokazala je da je CmbT potencijalni trangpokoji pripadaMFS familiji

proteina. Pored toga, predenjecelijske lokalizacije proteina ud@no pomoéu PSORT
programa pokazalo je da je Cmbmembranski protein sa 12 hidrofobnih
transmembranskih domena (TMS). d&ém, model sekundarne strukture CmbT
proteina, dobijen analizom podw TMHMM softvera ukazuje na prisustvé4
hidrofobnih domena (Slike 13 i 14). | amino i kakbini krajevi proteina su
orijentisani ka citoplazmatnoj strani membrane, a&aa ekstramembranskih lukova je
male duzine, Sto je karakterigio za MFS transportere

transmembranski spelja$nji domen
domen
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Slika 13. Graficki prikaz transmembranskih domena u CmbT proteiobijen

analizom poméu TMHMM softvera
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MNKNNHFHLL
VTTIYLLVIA
MLLFGRLLQG
GPTYGGIISN
PVIALSIMFF
GILKNHRFVA
GALIGAVLAP
LLGAHIVLML
TAVWVATTLSI

GAVIATGILS
ITIPLSSYFN
VGTGIGLPLM
SLDWRYIYIF
AFISALSAEH
LIFSLLVYQA
ISGKVLDQIG
GLGISYSNLM
FQGLNGFKVG

FSGVLIETAM
ERFSARKLFL
FHLILTKAPL
LLPLWVISLV
LMTFALLFIV
LLLGLSFVLP
ARKPITTGLI
TCSLSTLATD
TSHGTSIILA

NVTFPTLINE
VANLIFLVGV
HKRGMMMGLG
LGLACLPREG
GLVGAFLFVQ
SFIQVSAGFS
LAALGLALIF
QLSDGNALVN
LFFILIIVSL

FGLSTSKIQW
LTNCFSPNFA
TLTTSIAPAI
EKTPKKLALR
FNRKESLIDL
SSVAGLFMFS
VFLPTKSLAL
TLQQFIGAVA
IVSFPNLKKI

RANH
ALOM: Klein et al's method for TM region allocation
Init position for calculation: 1

Tentative number of TMS(s) for the threshold 0.5: 12
INTEGRAL Likelihood = -4.94 Transmembrane 10 - 26
INTEGRAL Likelihood = -3.24 Transmembrane 51 - 67
INTEGRAL Likelihood = -5.84 Transmembrane 78 - 94
INTEGRAL Likelihood =-11.57 Transmembrane 169 - 185
INTEGRAL Likelihood = -7.17 Transmembrane 202 - 218
INTEGRAL Likelihood = -9.92 Transmembrane 223 - 239
INTEGRAL Likelihood = -6.90 Transmembrane 259 - 275
INTEGRAL Likelihood = -5.36 Transmembrane 293 - 309
INTEGRAL Likelihood = -9.87 Transmembrane 327 - 343
INTEGRAL Likelihood = -7.43 Transmembrane 348 - 364
INTEGRAL Likelihood = -4.25 Transmembrane 395 - 411
INTEGRAL Likelihood =-15.66 Transmembrane 426 - 442
PERIPHERAL Likelihood = 0.85 (at 110)

ALOM score: -15.66 (number of TMSs: 12)

Slika 14. Aminokiselinska sekvenca CmbT proteina. Transmamki domeni

u proteinu dobijeni TMHMM programom.

Uporeaiivanjem proteinske sekvence pofuoNCBI baze podataka, BLAST
programom, dobijeno je da CmbT pokazuje visok stepwmologije sa dva
laktokokalna MFES proteina, YniG prisutnim u sdjulactis subsplactis KF147 (91%
identicnosti, 413/454 AA) (Siezen et al., 2010) i MFS peazom sojd.. lactis subsp.
cremoris SK11 (99% identinosti, 450/454 AA) (Makarova et al., 2006). Naveaden
laktokokalni proteini, koji pokazuju homologiju SambT proteinom do danas nisu

funkcionalno okarakterisani.
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4.2. Kloniranjei ekspresijacmbT gena
4.2.1. Kloniranje cmbT gena

PCR reakcijom je umnozemmbT gen na osnovu hromozomalne DNK izolovane
iz L. lactis NZ9000 (derivat soj&. lactis MG1363, sa integrisanimisR i nisK genima
u hromozomu). PCR produkt va&he 1377 baznih parova (bp) je kloniran u pTZ57R/T
(Fermentas, Litvanija) vektor za kloniranje PCRgfreenata formirajéi konstrukt
pCTE2. Konstruktom pCTE2 transformisan je Bojcoli DH50. Potom jecmbT gen
subkloniran u pNZ811&kspresioni vektor, gen Ncol-Xbal restrikcionim enzimima,
nizvodno od Rsa promotora (slika 15) i dobijen je konstrus€T50. Kloniranjem u
pNZ8113 vektor, omodgena je kontrolisana ekspresija CmbT proteina kaji @+
terminalnom kraju sadrzi 6 ostataka histidina.

Dobijenim pCT50 konstruktom, transformisan je daqj lactis NZ9000, a
dodatkom subinhibitornih koncentracija nizina u med, omogiéena je povéana

ekspresija CmbT proteina potwoNICE sistema.
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PCR amplifikacija

Pdml 2584
Ncol Xbal

Scal 2447 f1(G) EcoRl cmbT
Sacl d dA

bla (Ampr)

pTZ57RIT ddT
2886 bp BamHI

Gsul 2054

Hindill Pdml 3961

Pdil 127

Alel 275
Psil 358

Scal 3824

Kpnl

Cail 1437 N Xbal
f1(1G)

Ncol 645

bla (Ampr)
Gsul 3431

pCTE2

4263 bp

Ncol
Pstl
Sphl
Kpnl  Gail 2864
Spel
Xbal
Nrul

rep (pPMB1)

Stul 3251

Xmnl 2938 —~ Hindlll 266 Xbal 2010
H

BamHI.Smal.Apal.Hincll.Sall.Pstl.Hindlll

Digestija Ncol/Xbal
pNZz8113

3368 bp Ncol Xbal

cmbT

Sall/

Hincll 2333 Digestija [Xbal

Stul 4628

Ball 1 Ncol 205

Xmnl 4315

Ndel 1792

Sall 3710 pCT50

4745 bp

Xbal 1612

Nrul 1617
Hindlll 1643

Ndel 3169

Xhol 1973

Slika 15. Sematski prikaz konstrukcije pCT50 vektora.
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4.2.2. Kontrolisana ekspresija cmbT gena

Kloniranjem cmbT gena u pNZ8113 ekspresioni vektor nizvodno od
inducibilnog Risa promotoraomogitena je njegova fino regulisana ekspresija (Kuipers
et al., 1998). Da bi se ustanovilo koja koncenjgaaiizina daje najoptimalniju
ekspresijugelije su gajene u prisustvu ra&tu koncentracija nizina (0; 0,1; 1 ng/ml), a
nakon indukcije ukupna RNK i proteini su izolovaai analizu ekspresije.

RT-PCR analize pokazale su da gebT transkript uspesSno eksprimiran u

poveanim kolcinama, i to najviSe pri koncentraciji nizina odd/ml (Slika 16).

L1 2253

L
L)
-
o=
~ -4

Slika 16. Pojatana ekspresijambT gena u sojl. lactis NZ9000/pCT50 nakon
indukcije nizinom, préena pomoéu RT-PCR kori&enjem specitinog Histag prajmera:

L- Gene Ruler DNA Ladder Mix (Fermentas, Lithuaniahija 1. 0 ng/ml; Linija 2. 0,1
ng/ml; Linija 3. 1 ng/ml.

U cilju analize prisustva povane koltine CmbT proteina SDS-PAGE
metodom ¢elije su gajene u prisustvu ra&tu koncentracija nizina (1, 3, 5i 10 ng/ml),
a rezultati su pokazali da izolacijom totalnih giot izL. lactis NZ9000/pCT50 nije

mogute uaiti pojacanu proteinsku trakucekivane vekine (49 kDa) nakon bojenja
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komazi-plavim ili srebro-bromidom (Slika 17A), u masu na kontrolni sol. lactis
NZ9000/pCT50 koji nije indukovan nizinom.

PretiScavanje ciljnog proteina koji na C-terminalnom krapdrzi polihistidinski
ostatak, omogieno je primenom Ni-NTA afinitethe hromatografije. egfern blot
analize sa antitelima koja prepoznaju histidinssiatak, potvrdile su prisustvo CmbT
proteina, nakon indukcije nizinom. Rezultati poljazda se najviSi nivo povane
ekspresije CmbT proteina ostvaruje pri koncentracjna od 1 ng/ml (Slika 17B).

» | SO0kDa

Slika 17. Analiza povéane ekspresije CmbT proteina indukovane nizinom.
Indukcija ekspresije CmbT proteina postignuta jedatkom rastéih koncentracija
nizina. Alikvoti (50 pg) totalnih proteina izolovanih iz. lactis NZ9000/pCT50
indukovanih rastéim koncentracijama nizina 0 ng/ml (linijja 1), 1 nmd/(linija 2), 3
ng/ml (linija 3), 5 ng/ml (linija 4) i 10 ng/ml (hija 5) paralelno su naneti na 12,5% wA/
SDS/PAGE gelovdA) ili naneti na Ni-NTA agarozne kolonice za eluctumbT-His
taga. Eluirani CmbT-His tag proteini detektovani“gdestern blot” analizama pono
anti-His-tag 1gG1 antiteléB).
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4.3. Funkcionalna karakterizacija CmbT proteina

4.3.1. Utvrdivanje odnosa izmedu povecane ekspresije cmbT genai rezistencije
u soju L. lactis NZ9000

Osetljivostcelija koje poj&ano eksprimirajcmbT nakon indukcije nizinom u
koncentraciji 1 ng/ml (CT59, poretena je sa NZ9000/pNz8113 tretiranim sa 1 ng/ml
nizina, da bi se iskljtio uticaj citotoksénog efekta nizina néelije (Nz8113), kao i sa
NZ9000/pCT50 bez nizina kao inducera (CH5@li¢no istraZivanjima koja su sproveli
Putman i saradnici (1999), pravajli povetanu ekspresiju LmrP proteina kod
laktokoka i ova studija je pokazala delije rastu sporije u prisustvu nizina u
koncentracijama viSim od 5 ng/ml. Da bi se izbegacaj nizina na rastelija, u svim
testovima je nizin dodavan u finalnoj koncentraogi 1 ng/ml. Pri indukciji nizinom u
koncentraciji od 1 ng/ml, u medijumu bez antimikmoly supstrata, rast CT5f@ bio
bez véeg odstupanja u odnosu na rast kontrolnih sojedap® brzine rasta sojeva
Nz8113/CT50" bio je 0,98, a odnos brzine rasta sojeva CIG50" je bio 0,99 (Slika
18).

1.2 4
= = (CT501ng
1 4 sesenes CT500ng
NZ81131ng
0.8
[
[—J
5 0.6
0.4
0.2
0

Vreme (h)

Slika 18. Krive rasta sojd.. lactis NZ9000/pCT50 u prisustvu (CT50 1 ng) i
odsustvu (CT50 0 ng) nizina i kontrolnog soja NZOMWNZ8113 u prisustvu nizina kao
inducibilnog agensa (NZ8113 1 ng). Brojevi 0, 1324 i 5 predstavljaju sate nakon

indukcije nizinom (1 ng/ml).
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Da bi se ispitao uticaj povane ekspresijembT gena na efluks razitih
supstrata, pk&n je rast sojeva Nz8113CT50 i CT50" u prisustvu brojnih toksnih
agenasa. Koncentracija tok&sog agensa, koja inhibira 50%elija u uzorku (IGg)
odraiena je za svaki tok&ii agens. Vrednosti Kg koje su bile znéajno povéane u

odnosu na kontrolne sojeve, prikazane su u Tabeli 5

Tabela 5. Osetljivost sojeva NZ8113CT50 i CT5® na razltite supstrate

| C5o za odgovar aj uéi soj (UM) Relativnarezistencija®
Supstrat
Nz8113" CT50° CT50! CT50Y/NZz8113" CT50YCT50°

Linkomicin 1,40+0,07  1,08%0,05 2,01+0,06 1,44" 1,86"
Holat 13164175 9621342 2827+175 2,15™ 2,94
Sulbaktam 40,02+10,3 51,45+19,87 106,72+8,89 2,677 2,07
Etidijum bromid 9,19+3,18  8,14+3,82  21,80%4,72 2,37 2,68"
Hoechst 33342 14,72+4,11 14,65+1,37 24,52+2,52 1,67 1,67
Sulfadiazin 3669+827  3845+219 5004+414 1,36 1,30
Streptomicin 41,22+0,8¢ 48,47+9,12 68,86+2,96 1,67 1,42
Rifampicin 37,01+16,2 36,60+13,5 55,20+6,09 1,49 1,51
Puromicin 34,45+1,0¢ 27,63+7,50 41,64+5,70 1,21 1,51
Sulfametoksazol 83,22+45,8 168,05+62,8" 393,74+118,3 2,34 1,95

®Relativna rezistencija pokazuje koliko je putacaverezistencija sojal. lactis
NZ9000/pCT50 u porenju sa kontrolnim sojeni. lactis NZ9000. Kolone sa
zvezdicom se statigki razlikuju (*p<0,05, **p<0,01, **p<0,001) od kamolnog
Nz8113 i CT5( soja prema Studentovom t-Testu.

Rast CT50 u prisustvu holata, Hoechst-a i etidijum bromidaaano je
povean (p vrednosti manje od 0,05, 0,01 ili 0,001) vgfenju sa kontrolnim sojevima
Nz8113 i CT5(, ukazujéi na mogui doprinos CmbT proteina u obezideanju
rezistencije ¢elija na navedene supstrate (Tabela 5), dok jeisugivu rodamina 6G
rast ostao nepromenjen.

Osetljivost celija koje pojgano eksprimiraju CmbT protein u odnosu nha
kontrolne sojeve, taki® je testirana u prisustvu antimikrobnih agenaseniréljivo je
da sucelije koje pojgano ekprimiraju CmbT pokazale zfagno poveéanjerezistencije
(p vrednosti manje od 0,05, 0,01 ili 0,001) na@udimide sulbaktam, sulfametoksazol i

sulfadiazin, linkozamidni  antibiotik  linkomicin, @noglikozidni  antibiotik
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streptomicin, aminonukleozidni antibiotik puromicim semisintetski antibiotik
rifampicin (Tabela 5). Nasuprot tome, CmbT nije &@ao doprineo rezistencifielija
(p vrednosti vée od 0,05) na sulfonamide sulfametizol i sulfiza@da(sulfafurazol),
aminoglikozidni antibiotik apramicin sulfat, makidie antibiotike eritromicin i
azitromicin, poliketidne antibiotike tetraciklin doksiciklin, polipeptidni antibiotik
bacitracin, cefalosporinske antibiotike cefalospo@ i cefalotin (natrijumova so),
aminokumarinski antibiotik novobiocin i hinolonskntibiotik nalidiksénu kiselinu.
Vazno je napomenuti da su sojevi sa gewv®m sintezom CmbT proteina
pokazali veéu osetljivost na sulfonamidne antibiotike  sulfakinoksalin,
sulfametoksipiridan i sulfapiridin, aminoglikozidramtibiotike, kanamicin, gentamicin
sulfat, geneticin disulfat i tobramicin, aminoctkli (blizak aminoglikozidima)
spektinomicin, p-laktamske antibiotike ampicilin, penicilin G | pein V,
glikopeptidni  antibiotik vankomicin, hinolonske @nbtike ciprofloksacin i
norfloksacin i piridopirimidinski antibiotik piperdinsku kiselinu u pokenju sa

kontrolnim sojevima.

4.4. Uticaj povecane ekspresije cmbT gena na rast L. lactis NZ9000 u

prisustvu metioninai cisteina

Analiza rasta sojevi. lactis NZ9000i L. lactis NZ9000/pCT50 u GM17 i CDM
medijumu (sa metioninom i sa metioninom i cisteipomakon indukcije nizinom,
pokazala je da sdj. lactis NZ9000 sporije raste u odnosu halactis NZ9000/pCT50
(Slike 19 A, B, C).

U GM17 medijumu, vreme generacije lzdactis NZ9000/pCT50 bilo je 49 min
(broj deoba po satu rasta = 1,22/h), dok jé zkactis NZ9000 iznosilo 55,8 min (broj
deoba po satu rasta = 1,08/h).

U CDM medijumu, vreme generacije ta lactis NZ9000/pCT50 bilo je 222
min (broj deoba po satu rasta = 0,27/h) u prisustetionina i 109,8 min (broj deoba po
satu rasta = 0,55/h) u medijumu koji je sadrzaeiiomin i cistein. Zd.. lactis NZ9000
vremena generacije su bila 230 min i 114 min, a tkeoba po satu 0,26 i 0,53 u CDM

medijumu sa metioninom i sa metioninom i cisteinom.
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Slika 19. Krive rasta kontrolnog soja. lactis NZ9000 ¢) i rekombinantnod..
lactis NZ9000/pCT50 &) soja koji pojgano eksprimira CmbT u: GM17 bogatom
medijumu A), CDM medijumu sa 0,1 x metioninoB) i CDM medijumom sa 10 x

metioninom i 10 x cisteinon().
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4.5. Efluks etidijum bromida i Hoechst 33342 posredovan CmbT proteinom

Da bi se utvrdilo da li pov@na ekspresija Cmbproteina katalizuje energetski
zavisan proces izbacivanja ra&tih supstrata, udeni su transportni eseji sa etidijum
bromidom (EtBr) i Hoechst 33342 u sdjulactis NZ9000.

Zahvaljujuei osobini da nakon interakcije sa DNK fluoresciEdBr je jedan od
nagese korig€enih supstrata za ispitivanje aktivnosti MDR traorsgra (Bolhuis et al.,
1995). Preuzimanje agensa posredstvom transpqgoteéano je merenjem promene
fluorescencije u vremenu koja je direktno zavismh kmncentracije intracelularnog
supstrata. Dodavanje EtBr u prethodno glukozom iraret celije L. lactis
NZ9000/pCT50 dovelo je do pojave fluorescencije je intenzitet dva puta manji u
poreienju sa intenzitetom fluorescencije kod kontrolsaga L. lactis NZ9000 (Slika
20A).

Pored toga, da bi se utvrdilo kom tipu transportprgpada CmbT protein,
praen je efluks EtBr u prisustvu ATP-aznog inhibitooato-vanadata. Dodatak orto-
vanadata nije imao uticaj na izbacivanje EtB¢etfije (Slika 20B).

Drugi ¢esto korigen supstrat za analizu MDR transportera je fluaesa boja
Hoechst 33342, koja usled lipofilne prirode ima sgmost prolaska krozelijsku
membranu i nakon interakcije sa DNK fluorescira (tdles et al., 1999). Dodatak
Hoechst 33342 u glukozom tretiraéeije NZ9000/pCT50, takie dovodi do priblizno
trostrukog smanjenja intenziteta fluorescencije wrepenju sa intenzitetom
fluorescencije koja se emituje kod kontrolnog sHi&000, ukazujéi da je Hoechst
33342 jos jedan od supstrata za CmbT transporti&a(S0C).

Prema literaturnim podacima, efluks posredovan s@&mnim transporterima
moze biti inhibiran dodatkom jonofora, usled nauagga membranskog potencijala
(Bolhuis et al., 1994). Da bi se utvrdilo da li gfare imaju uticaja na aktivnost CmbT
proteina, valinomicin (koji remeti protonski grasht koncentracijeApH) i nigericin
(koji deluje na membranski potencijaly) su korig€eni u transportnim esejima.
Rezultati pokazuju da dodatak jonofora valinomicinanigericina inhibira efluks
Hoechst 33342 (Slika 20D).
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Slika 20. Efluks EtBr u odsustvuA) i prisustvu B) orto-vanadata i Hoechst
33342 u odsustvuq) i prisustvu D) valinomicina i nigericina. Kontrolni sdj. lactis
NZ9000 ) i rekombinantni soj koji pov@no eksprimira CmbTL. lactis
NZ9000/pCT50 &). Procenat fluorescencije je predstaviljen kaotikgla procenat u

odnosu na vrednost dobijenu za kontrolni kojactis NZ9000 na 300 s u odsustvu
inhibitora (100%).

4.6. Uloga CmbT proteina u metabolizmu sumpora

Dostupnost cisteina i metionina tgi na mnoge procese ¢eliji. Ranija
istraZivanja koja su sprovodili Sperandio i saradif2005) i Fernandez i saradnici
(2000, 2002) pokazala su da nakupljanje i sinte#a,tkao posledica aktivhosti CysM
(O-acetil-L-serin (tiol)-liaza) i CysD@-acetil-L-homoserin (tiol)-liaza), sa jedne strane
i aktivnosti cistation liaze koja deluje na cists@ druge strane, imaju kijou ulogu u
metabolizmu sumpora kdd lactis.
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U cilju utvrdivanja fizioloSke uloge CmbT transporteréaliji laktokoka, préen
je sadrzaj tiolnih grupa u prisustvu i odsustvuiom@ha i cisteina (10 x metionin/cistein
i 0,1 x metionin) u supernatantu soja koji gajao sintetie CmbT (CT50u poretenju
sa kontrolnim sojent. lactis NZ9000 (NZ9000). Rezultati su pokazali da prodj#ci
tiola u medijumu sa 0,1 x metioninom bila zagmo (p<0,05) pod uticajem paosane
produkcije CmbT proteina (Slika 21). Drugimiima, produkcija tiola kod CT3Xkoiji
pojaano sintetiSe CmbT je bila 3,78 puta (p<0,053av@ego kod kontrolnog soja
NZ9000, kada su gajeni u CDM medijumu sa 0,1 x om&iom. Pored toga, produkcija
tiola kod CT50 je bila 4,3 puta vi& (p<0,05) kada je soj rastao u CDM medijumu sa
0,1 x metioninom, nego u CDM medijumu obégaom sa 10 x metionin/cistein. Ipak,
nema zn&jne razlike (p>0,05) iznder CT5C i NZ9000 kontrolnog soja u CDM
medijumu sa 10 x metionin/cistein, kao i u prodijikala kod NZ9000 koiji je rastao u
uslovima niskih i visokih koncentracija metioninaisteina u medijumu.

Dobijeni rezultati ukazuju na potencijalnu ulogu EMmproteina u metabolizmu
sumpora kod.. lactis u toku rasta u medijumu sa ogrémim izvorom metionina i
cisteina.

U reakciji sa olovo-acetatom nije detektovanacaiaa razlika u oslolanju

vodonik-sulfida izméu kontrolnog L. lactis NZ9000 i rekombinantnod.. lactis
NZ9000/pCT50 soja.
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Slika 21. Odreiivanje sadrzaja tiolaFormiranje tiolnih grupa pt&no je uL.
lactis NZ9000/pCT50 (pCT50) soju i kontrolnom lactis NZ9000 (NZ9000) soju sa
DTNB reagensom u prisustvu 0,1 x metionina (0.1 )Mt 10 x metionina i 10 X
cisteina (10 Met/Cys) (u cilju standardizacielije su oborene i resuspendovane u 50
mM NaHPO4, pH 7,0 do finalnog QE od 1,0) merenjem na QB. Sva merenja
uradena su u triplikatu, a prikazane su srednje vretiins&ndardne gresSke su bile nize
od 10% za prikazane vrednosti. Kolona sa zvezdigostatistéki razli¢ita (p<0,05) od

kontrolnog NZ9000 soja prema Studentovom t-Testu.

4.7. Modeliranje, optimizacijai molekulsko dinami¢ka studija CmbT

proteina

Osnovni homologni model CmbT proteina formiran paenporedbenim
proteinima: dlpw4a, c2gfpA, cdapsB, c2xutc, c3o7mhApv7a, c2g9pA, c3bayA,
c3v5uUA, d3procl i c2vxhF dobijen je potwPhyre2 servera (Kelley and Sternberg,
2009). Stepen iderosti sekvenci izmis CmbT homolognog modela i poredbenih

s
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proteina dlpv7a i dlpw4da (MFS transporteri; pratai@r simporter san LacY-
proteinu i Glicerol-3-fosfat transporter) je 15%4% sa 100% pouzdanosti. ldeéntbst
sekvenci izméu homolognog modela CmbT proteina i c2gfpA poredigeproteina
(MDR membranski transporter H. coli) je 17% sa 100% pouzdanosti. Idéntst
sekvenci izméu homolognog modela CmbT proteina i poredbenogepratc4apsB i
c2xutC (transportni proteini; proton zavisni di-/iroligopeptidni simporteri) je 12% sa
100% pouzdanosti. Idertiost sekvenci izmil homolognog modela CmbT proteina i
poredbenog proteina c307pA (transportni proteirigKoza-proton simporter) je 11%
sa 100% pouzdanosti. Idefrtbst sekvenci izn@ homolognog modela CmbT proteina
I poredbenog proteina: antimikrobnog peptida lat@rc2a; rh-sdnog proteina
pripadnika familije amonijum transportera; neokaealsanog membranskog proteina
mj0091; o-liticke proteaze; i hlorit dismutaze je manja od 20%nsmje od 20%
pouzdanosti.

Dobijeni CmbT homologni model (Slika 22) je daljgtionizovan (MacroModel,
version 9.9, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2011)ispitan molekularno

dinamikim simulacijama.

Slika 22. Homologni model CmbT proteina dobijen patud?hyre2 servera.
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Optimizovani CmbT model je dalje ispitan i kaefjem Ramachandran grafika
(Slika 23) (Maestro, version 9.2, Schrodinger, LINew York, NY, 2011).

180 I I I I ]
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Phi (stepeni)

Slika 23. Ramachandran grafik optimizovanog modela CmbTemnat

Ramachandran grafik pokazuje koje vrednasti ¢ uglova su mogte za
odraieni aminokiselinski ostatak u CmbT proteinu i ptada empirijsku distribuciju
tataka dobijenih u CmbT proteinu. Sekundarna struk@maT proteina dobijena je na
osnovu raspodelg i ¢ torzionih uglova u Ramachandran prostoru (Kargiual., 2005;
Shackelford and Karplus, 2007; Katzman et al., 2008amachandran grafik
optimizovanog CmbT proteina ukazuje na postoj@ng @ lanca),a R (o heliksa),0 R
(3-10 heliksa), ot L (levo orijentisanog heliksa).

Ligand-vezujéi domeni CmbT proteina dobijeni su predsmnjem poméu

3DLigandSite web serveraht(p://www.sbg.bio.ic.ac.uk/3dligandsjteLigandi vezani

za strukture stine ispitivanom CmbT proteinu se superponiraju naeho koriste za

79



Rezultati

predvidanje mesta vezivanja na CmbT proteinu. Kao rezuleu331, Val357 i Leu360
su oznd&eni kao aminokiseline kojecastvuju u vezivanju liganda u aktivnhom mestu

CmbT proteina (Slika 24).

ami proseéno
ostatak kiselina *°M3Kt rastojanje
351 LU

357 VAL
360 LEU

EU331

Slika 24. Vezujuta mesta u homolognom modelu CmbT proteina.

Analiza celijske lokalizacije proteina udana poméu PSORT programa
pokazala je da se Leu331, Val357 i Leu360 nalazansmembranskom domenu CmbT
proteina (Filipic et al., 2013b), ukazdjina mogénost da CmbT prepoznaje supstrat

unutar lipidnog dvosloja membrane.

4.8. 3D-QSAR studija

Vrednosti relativnih rezistencija (RR) dobijenih m@snovu 1G, vrednosti
kontrolnog (. lactisNZ9000) i indukovanogl(. lactis NZ9000/pCT50) soja prisustvu
razlicitih agenasa, koje su koéEne za QSAR studiju, prikazane suTabeli 6.

Ispitivani set jedinjenja pokazao je dobar raspahstribuciju RR vrednosti 0,33
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logaritamske jedinice (od 2,67 do 0,34) Sto je karan preduslov za formiranje

odgovarajdeg QSAR modela.

Tabela 6. Osetljivost sojeval. lactis NZ9000/pCT50 iL. lactis NZ9000 na

razlicite supstrate. Vrednosti relativnih rezistencij&jRkorigenih za QSAR studiju

ICso 0dgovarajdeg soja (M)

Relativna ezistencij:

Supstrat

L. lactisNZ9000 L. lactisNZ9000/pCT50 (RR)
Etidijum bromid 9,19+3,18 21,80+4,72 2,37
Holat 1316175 2827+175 2,15
Hoechst 33342 14,72+4,11 24,5242 52 1,67
Kanamicin 9,56+0,05 6,55+1,16 0,68
Streptomicin 41,22+0,89 68,86%2,96 1,67
Puromicin 34,45+1,04 41,64+5,70 1,21
Rifampicin 37,01+16,28 55,20+6,09 1,49
Linkomicin 1,40+0,07 2,01+0,06 1,44
Vankomicin 0,4470+0,1252 0,3184+0,1339 0,71
Eritromicin 0,05+0,00 0,05+0,01 1,04
Bacitracin 3,98+0,18 4,14+0,22 1,04
Cefalosporin C 0,054+0,59 0,05+0,64 0,96
Sulbaktam 40,02+10,38 106,72+8,89 2,67
Apramicin sulfat 26,12+0,28 24,22+0,24 0,93
Azitromicin 0,06+ 0,10 0,05+ 0,10 0,86
Novobiocin 0,16+ 0,12 0,12+ 0,13 0,74
Sulfametoksazol 83,22+45,82 393,74+118,36 2,34
Doksiciklin 0,02+0,10 0,02+0,13 1,02
Sulfatiazol 7568,00+0,16 13298,00+0,19 1,76
Tobramicin 17,78+ 0,1779 5,962+ 0,1727 0,34
Gentamicin sulfa  11,51+0,1765 4,921+0,1975 0,43

Optimalan 3D-QSAR model (RR) sa 2 #ame komponente (A=2),%R0,92 i
Q% 0,69 je formiran primenom Pentacle 1.0.6 progréfisdbela 7).
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Tabela 7. Statisttki parametri kreiranog 3D-QSAR modela. Preigvie RR
vrednosti za eksterni validacioni set dobijene 35AR modelom

Trening Set
. SAR-om
ID Jedinjenja loglhi 5.0 RR prgdv'dena RR
1 Holat -0,40 2,15 1,868
2 Etidijum bromid -0,58 2,37 2,487
3 Sulbaktam -3,42 2,67 2,567
4 Linkomicin 2,77 1,44 1,326
5 Sulfatiazol 1,01 1,76 1,826
6 Rifampicin 1,29 1,49 1,341
7 Streptomicin -14,71 1,67 1,739
8 Bacitracin -13,30 1,04 1,034
9 Doksiciklin -4,88 1,02 1,251
10 Cefalosporin C -6,22 0,96 0,945
11 Apramicin sulfat -23,03 0,93 0,970
12 Novobiocin 1,12 0,74 0,611
13 Vankomicin -11,58 0,71 0,756
14 Kanamicin -20,51 0,68 0,376
15 Gentamicin sulfat -20,60 0,43 0,434
16 Tobramicin -23,14 0,34 0,868
% 0,92
o 0,69
RMSEE 0,193
R2Obs vs. Pred 0,918
Test Set
. QSAR-om
Jedinjenja logly 5,0 RR predvitena RR
T1 Sulfametoksazol 1,02 2,34 1,849
T2 Hoechst 33342 0,31 1,67 1,648
T3 Puromicin -2,74 1,21 1,491
T4 Eritromicin -2,03 1,04 1,316
T5 Azitromicin -6,55 0,86 1,006
Korelacioni koeficijent,
r (RR/I0GDpH 5.0 0,616 RMSEP 0,289
R2Obs vs. Pred 0,704

Grafik koeficijenata sa najzdajnijim deskriptorima za RR kao Sto su: v310:
TIP-TIP, v144: O-0, v225: N1-N1, v323: TIP-TIP, \B4TIP-TIP, v682: O-N1, v701.:
O-N1, v723: O-N1, v799: O-TIP i v899: N1-TIP je kazan na Slici 25. Topoloski
deskriptor v310: TIP-TIP (iznd dve grupe koje ostvaruju sterne interakcije) je u

pozitivnoj korelaciji sa RR, dok su deskriptori vit40-O (izmeu dve grupe koje su
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donori vodonine veze), v225: N1-N1 (iznda dve grupe koje su akceptori vodome
veze), v323: TIP-TIP, v341: TIP-TIP , v682: O-NXZnrtieiu grupe donora i grupe
akceptora vodogine veze), v701: O-N1, v723: O-N1, v799: O-TIP (izinegrupe
donora vodoriine veze i grupe koja ostvaruje sterne interakaije)899: N1-TIP
(izmedu grupe akceptora vodaime veze i grupe koja ostvaruje sterne interaksijel
negativnoj korelaciji sa RR (Tabela 8) (Slika 25).

T var 310

008754

00754

00825

003754

0.0254

| I (|
| [ "I 1Y I

var 144

e %

7% DRY-DRY 0-0 N1 Lt DRY-0 DRY-H DRY-TP O O-TF h-TP

Slika 25. PLS-grafik koeficijenata sa najztegnijim deskriptorima kreiranog
3D-QSAR modela.

Deskriptori v310: TIP-TIP, v682: O-N1, v701: O-N¥799: O-TIP su prisutni u
svim modelima ispitivanih jedinjenja, dok je degkor v144: O-O speciéfan za
bacitracin, apramicin, novobiocin, vankomicin, kamein, gentamicin i tobramicin (ID:
8, 11-16)(Tabela 8) &pramicin, Slika 26).
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v310: TIP-TIP v323: TIP-TIP

Slika 26. 3D-mapa interakcionih energija apramicina sa DRabpm (Zuto),
TIP-probom (zeleno), O-probom (crveno) i N1-probgiavo).

Prisustvo veoma spegifiih nepovoljnih v144: O-O interakcija izmhe
tercijarnin i kvaternernih N-atoma u bacitracinu,pramicinu, novobiocinu,
vankomicinu, kanamicinu, gentamicinu i tobramiciluosnovni razlog njihove niske
RR aktivnosti (Tabela 8).

Sulbaktam ne sadrzi v144: O-O, v225: N1-N1, v32B-TIP, v341: TIP-TIP,
v723: O-N1iv899: N1-TIP deskriptoraulbaktam, Slika 27).

Takaie, za etidijum bromid, sulbaktam i sulfatiazol gen sltan farmakoforni
profil bez v144: O-O, v225: N1-N1, v341l: TIP-TIP u723: O-N1 deskriptora
(sulfatiazol, Slika 28).
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U e

v701: O-N1

Slika 27. 3D-mapa interakcionih energija sulbaktama sa DRdpm (Zuto),
TIP-probom (zeleno), O-probom (crveno) i N1-probgiavo).

P

Slika 28. 3D-mapa interakcionih energija sulfatiazola sa Bit¥bom (Zuto),
TIP-probom (zeleno), O-probom (crveno i N1-probgiayo). Favorizovane interakcije
su obelezene crvenom linijjom, a nefavorizovanerakigje su predstavljene plavom

linijom.
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Tabela 8. GRIND varijable sa najé@m uticajem na QSAR model, kao i odgovatajstrukturni delovi testiranih jedinjenja u vezi

sa varijablama

3D-QSAR deskriptor| Varijable Rastojanje (A)| Uticaj Strukturni elementi Prisustvo

tercijerni ili kvaternerni N-atonsa T
O-N1 682 444 ] karbonilnim ili hidroksilnim O-atomom | SV edinienja
N1-N1 225 13,2-13,6 - ;rgr?ld: karbonilnihili hidroksilnih O- sva jedinjenja osing, 3, 5
O-TIP 799 12.4-12.8 i ter_cue_[nl_ ili kvvat_ernernl N-atorsa sva jedinjenja

alifaticnim bainim lancem
TIP-TIP 341 21,2-21,6 - iznde supstituenata na prstenu sva jedinjenja &ign5, 7
N1-TIP 899 14-14.4 i karbonilni ili hidroksilni O-atomsa sva jedinjenja osirg

alifaticnim banim lancem

tercijerni ili kvaternerni-N-atonsa e .
O-N1 723 20,4-20,8 ) karbonilnim ili hidroksilnim O-atomom | SV@edinjenja osira-6, 10

izmedu tercijernih ili kvaternernih-N-

0-0 144 19,2-19,6 - 8, 11-16

atoma

tercijerni ili kvaternerni-N-atonsa o
O-N1 701 11,6-12 ) karbonilnim ili hidroksilnim O-atomom | SV@edinienja
TIP-TIP 323 14-14,4 - izn@® supstituenata na prstenu sva jedinjenja dsign

supstituenti na prstersa alifaticnim
bo¢nim lancem

TIP-TIP 310 8,8-9,2 + sva jedinjenja




Rezultati

Odsustvo nekoliko vaznih nepovoljnih interakcijal44: O-O, v225: N1-N1,
v341: TIP-TIP i v723: O-N1) u etidijum bromidu, baktamu i sulfatiazolu doprinosi

njihovoj visokoj RR aktivnosti (Tabela 8).
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5. DISKUSIJA

Vrste rodalactococcus imaju dugotrajnu primenu u prehrambenoj induskidjo
starter kulture i ngp&e su klasifikovane kao GRAS (engl. Generally Recogph As
Safe) mikroorganizmi (Salminen et al., 1998).duttm, kako se lanac ishrane smatra
jednim od glavnih puteva prenosa rezistencije bg&tea antibiotike unutar humane i
Zivotinjske populacije, iztavanje nepatogenih bakterija koje pokazuju rezcgiema
antibiotike dobija sve @ znalaj. lako se generalno smatraju bezbednim
mikroorganizmima, usled transfera gena za rezigtena antibiotike sa BMK sojeva
na bakterije koje su deo GIT-a, a time i na pateg@otencijalni rizik po zdravlje ljudi
ipak postoiji.

Usled toga, iztavanje MDR transportera, kod laktokoka namenjenéh z
prehrambenu industriju je od velikog Zag.

Analizom genomad.. lactis Lubelski i saradnici (2006a) detektovali su prisost
40 potencijalnih gena za MDR transportere, edja su funkcionalno okarakterisani
LmrA, ATP-zavisni MDR transporter (van Veen et 4996),¢lan MFS familije LmrP
(Bolhuis et al., 1995) i heterodimerni ABC-MDR tsgorter LmrCD (Lubelski et al.,
2004).

U ovom radu, prikazano je kloniranje, ekspresijpoi prvi put funkcionalna
karakterizacija CmbT (engl. Cysteine and MethioniBesynthesis Transporter)

proteina, novog MDR transporterd_ulactis.

5.1. Kompjuterska analiza CmbT proteina

Gen cmbT identifikovan je po prvi put prilikom iztavanja regulacije
metabolizma sumpora . lactis (Ferndndez et al., 2002). Insercionom mutagenezom
soja L. lactis MG1363 dobijen je mutant u otvorenom okviéitanja (engl. Open
Reading Frame - ORF) veéine 1,362-bp, koji potencijalno kodira efluks piate
homologélanovima 2.A.1.3.X supstrat/Hantiporter-2 subfamilije, MFS (engl. Major
Facilitator Superfamily) transportnih proteina @&aR000). Mutirani ORF je ozran
kao cmbT (engl. Cysteine and Methionine Biosynthesis Transpp Eksperimentalno

je pokazano da je produkinbT gena uklj¢en u regulaciju metabolizma sumpora i da
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shizava aktivnost cistationyBjjaze, kljutnog enzima u biosintezi metionina i cisteina
(Golic et al., 2005). Mé&utim, tatna uloga CmbT proteina u metabolizmu sumpora nije
razjasnjena. S obzirom da se radi o transportnasteiniu pretpostavka je da CmbT
deluje na regulaciju metabolizma sumpora indirekpndem transporta odienih
komponenti izéelije laktokoka kao Sto je npr. acetilserin, Stonggativno odrazava na
aktivaciju gena ukljéenih u biosintezu metionina i cisteina (Fernandes.e2002).

U ovom radu, analizom nukleotidne sekveon®T gena utwieno je dakodira
sintezu efluks proteina koji pokazuje homologiju&anovima 2.A.1.3.X supstrat/H
antiporter-2 subfamilije MFS familije (engl. Majdfacilitator Superfamily) MDR
proteina. Predikcija ponta PSORT programa pokazala je da CmbT protein pgsedu
12 transmembranskih domena (engl. Transmembarnmedgg - TMS), dok analiza
TMHMM softverom ukazuje na prisustvo 14 hidrofobndlomena. Sekundarnu
strukturu LmrP proteina, ranije okarakterisanog Mid&hsportera kod. lactis, ¢ini 12

transmembranskih domena.

5.2. Kloniranjei ekspresija cmbT gena

Prvi korak u funkcionalnoj karakterizaciji CmbT pema bio je kloniranje i
ekspresijacmbT gena poméu precizno regulisanog NICE sistema (Kuipers et al.
1998). Rezultati dobijeni RT-PCR i Western blot lamsana pokazuju da su najvisa
ekspresijacmbT gena i najvéa kolicina CmbT proteina dobijeni nakon indukcije
nizinom u koncentraciji 1 ng/ml, dok je pri viSimotkcentracijama nizina, nivo
ekspresije  CmbT proteina opadao. Pored toga, SDSEPAanalizom powane
ekspresije CmbT proteina, nije d&ma poj@ana proteinska trakatekivane vekine (49
kDa), najverovatnije jer je u pitanju membranskitpin. Ranije studije pokazale su da
ekspresija membranskih proteina moze biti dost@grsamo u malom procentu, svega
oko 3% od totalnih proteina (Bernaudat ef 2011). Povéana ekspresija membranskih
proteina najeke je toksina za c¢eliju doma&ina, usled naruSavanja integriteta
membrane i vitalnostéelije. Pored toga, postoji moguost da je pouwana ekspresija
membranskih proteina pfana brzom degradacijom posredstvom endogenih atea
lociranih u citoplazmi ili citoplazmathoj membrani,cime je nivo eksprimiranog

proteina redukovan (Wagner et al., 2007).
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Sliéno istrazivanjima koja su sproveli Putman i sarenprowavajli
poveanu ekspresiju LmrP proteina kod laktokoka (Putmiaal., 1999), i ova studija je
pokazala daelije koje rastu u prisustvu nizina u koncentrangaviSim od 5 ng/ml
sporije rastu. Potienjem rasta indukovanog CT58oja i kontrolnih NZ8113i CT5C
sojeva, hije dobijeno ziajno odstupanjesime je pokazano da nizin nema uticaja na
rast celija kada se doda u medijum u koncentraciji od ¢/mh Eliminisanje
potencijalnog citotokgnog efekta nizina naelije pri koncentraciji od 1 ng/ml, od
velikog je znaaja, kako bi se pokazalo da je MDR profil indukowgnCT50 soja

posledica efluksne aktivnosti CmbT proteina, ameisielija usled dodatka nizina.
5.3. Funkcionalna kar akterizacija CmbT proteina

Glavni cilj ove studije, bio je da se okarakteddBR aktivnost CmbT proteina,
usledcega su urdeni transportni eseji u prisustvu velikog brojaukturno razlitih
antibiotika, kao i raztitih toksicnih supstrata.

Rezultati pokazuju da CmbT statéi znatajno (p vrednost manja od 0,001)
obezbduje rezistenciju laktokoka na linkozamidni antibiotik linkomicinpk u svojoj
strukturi poseduje sumpor, i sulfonamidne antib®tsulbaktam, sulfametoksazol i
sulfadiazin (p vrednost manja od 0,05). Antibiotk@ji u svojoj strukturi poseduju
sumpor, ukljgeni su u studiju izm#u ostalog i iz razloga Sto je u prethodnim radovima
pokazana povezanost CmbT proteina sa metabolizrnompaa u. lactis.

Interesantno je takie, da povéana ekspresija CmbT proteina Zamo (p<0,05)
doprinosi rezistencijL. lactis na aminoglikozidni antibiotik streptomicin. Ovajgetak
je u suprotnosti sa rezultatima dobijenim prilikaracavanja LmrP proteina, jedinog do
sada okarakterisanog MFS transporterd..ulactis (Putman et al., 2001), koji ne
obezbduje rezistenciju na aminoglikozide. Pored toga, Tnuna&ajno (p<0,05)
doprinosi rezistenciji i na aminonukleozidni anbtk puromicin i semisintetski
antibiotik rifampicin. U obezh#ivanju rezistencije na azitromicin, eritromicin i
tetraciklin, koje prepoznaje LmrP, CmbT nije ima@ajnu ulogu.

Uzimajwi u obzir sve ove rezultate, moze se zaltjuda LmrP i CmbT

prepoznaju strukturno i funkcionalno r&#ie supstrate.
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U svakom sldgaju, dobijeni rezultati pokazuju posenu otpornostéelije
dom&ina na nekoliko antimikrobnih agenasa, usled pameg efluksa ciljnog
molekula posredstvom pdjano eksprimiranog CmbT proteina u piweju sa
kontrolnim sojem.

Pored rezistencije na antibiotike, pokazano je da&T obezbéduje otpornost
¢elije dom&ina i na druge strukturno raglie supstrate. NajviSa vrednost rezistencije
posredovane CmbT proteinom dobijena je za holatédnost manja od 0,01). Holat je
jedna od na&e&e korig&enih slobodnih Ztnih kiselina u gastrointestinalnom traktu
ljudi, koja snazno inhibira rast raglih intestinalnih bakterija (Binder et al., 1975).
Ranije je pokazano da je ABC transporter LmrCD glatransporter uL. lactis
odgovoran za rezistenciju na ¢he soli (Zaidi et al., 2008), mada uloga drugih
transportera u rezistenciji na holat nije isk§na. Analizom genoma koju su izvrsili
Zaidi i saradnici (2008)¢cmbT (llmg 1104) gen nije identifikovan nde genima koji
ucestvuju u rezistenciji na holat. Matim, rezultati dobijeni eksperimentalnim putem u
ovoj studiji, ipak ukazuju da CmbT mozZe delovatiokalternativni transporter Kkoji
doprinosi rezistenciji na holat.

Soj L. lactis NZ9000/pCT50 koji je pojgano eksprimiraembT gen, takde je
pokazao zn&jno (p<0,05) véu rezistenciju na Hoechst 33342 i EtBr u giergu sa
kontrolnim sojentL. lactis NZ9000.

Sa druge strane, vrednostisiCza soj pCT58 koji je pojaano eksprimirao
CmbT, bile su niZze u podenju sa kontrolnim sojevima za sulfonamidne antiké
sulfakinoksalin, sulfametoksipiridan i sulfapiridinaminoglikozidne antibiotike,
kanamicin, gentamicin sulfat, geneticin disulfatobramicin, aminociklitol (blizak
aminoglikozidima) spektinomicinp-laktamske antibiotike ampicilin, penicilin G i
penicilin V, glikopeptidni antibiotik vankomicin,iimolonske antibiotike ciprofloksacin i
norfloksacin i piridopirimidinski antibiotik piperdinsku kiselinu, usledega se moze
pretpostaviti da CmbT povavaosetljivost ¢elije dom&ina na date antibiotike.

Medutim, efluks razkitih supstrata je najverovatnije sporedna uloga Tmb
proteina, pa se postavlja pitanje koja je njegazialbSka uloga? S obzirom da je ranije
pokazana povezanost izdwe cmbT gena i regulacijemetCcysK operona, moze se
pretpostaviti da je transport ragtih fizioloskih supstrata uklgenih u metabolizam

sumpora, fizioloSka uloga CmbT proteina.
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lako se ne moze iskii uticaj drugih transportera na rezistenclju lactis
NZ9000/pCT50, rezultati dobijeni u transportnim itotoksicnim esejima, snazno

ukazuju na zn&jan doprinos CmbT proteina u rezistenkijlactis na brojne supstrate.

5.4. Uticaj povecane ekspresijecmbT genanarast L. lactis NZ9000

Na osnovu dobijenih rezultata u analizi uticaja Qnyoteina na rezistenciju
laktokoka na antibiotike, moZe se postaviti hipateda pored transporta raitih
fizioloskih jedinjenja, CmbT protein ima i sporedmlogu u izbacivanju raziitih
toksiénih supstrata. Pored toga, pokazano je da poséonfila u kome se preklapaju
pove&ana rezistencija i povana osetljivost na raZlte supstrate pruzaeliji vecu
fleksibilnost pri razkitim fizioloSkim uslovima, obezl@ijuéi vecu verovatnéu
prezivljavanja (Tal and Schuldiner, 2009).

Stoga je jedan od cilleva ove studije bio | da sadi da li nagomilavanje
poja¢ano eksprimiranog MDR CmbT proteina agliji, koji dovodi do povéane
osetljivostiL. lactis na neke supstrate, ima uticaja na bioloski fittedge.

Jedan od zrtajnih aspekata fitnesa. lactis je omoguéavanje prezivljavanja i
opstanka u raalitim sredinama, kao Sto su humani i zivotinjski amgzam, hrana i
kisela sredina. Usled toga, razumevanje mehanizolaskog fithesa i prezivljavanja
laktokoka u ekstremnim i promenljivim uslovima, neadoprineti unapenju primene
L. lactis kao starter kulture u prehrambenoj industriji.

Postoje pretpostavke da rezistencija na antibiatideuge supstrate moze biti
povezana sa fithnesom kod bakterija. Rezistencijamtéiotike nastala kao posledica
mutacija najefe dovodi do redukcije bioloSkog fitnesa, jer amtilmi deluju na
osnovne bakterijske funkcije poput transkripcije K]Nsinteze proteina i sinteze
¢elijskog zida (Marcusson et al., 2009).

Dok brojne studije istu uticaj mutacijom izazvane rezistencije na bajgkiri
fitnes, novija istraZivanja preusmerena su ka ifgdbmm MDR efluks proteinima.
Efluks supstrata je Siroko raspostranjen MDR metamikod bakterija. Pokazano je da
MDR efluksne pumpe, nezavisno od efluksa SirokogkBp tokstnih agenasa, mogu
biti povoljne zaceliju u pogledu bakterijskog fitnesa (Pérez et 2012, Wood and
Cluzel, 2012). Pored toga, neke MDR efluksne puchm@inose kolonizaciji raalitih
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organizama i opstanku u takvoj sredini (Pérez gt2812). Na primer, najvisi nivo
rezistencije posredovan CmbT proteinoméaro je kod holata, jedne od tege

prisutnih slobodnih Ztnih kiselina u humanom intestinalnom traktu, koj@azno

inhibira rast crevnih bakterija (Binder et al., B9Filipic et al., 2013a).

Ispitivanje uticaja powmne ekspresije CmbT proteina na fitnes lactis,
pokazalo je da CmbT ne dovodi do smanjenja fitnéa&, ni u uslovima rasta u
minimalnom CDM medijumu. Naprotiv, blago pa@as nivo rastd.. lactis NZ9000 koji
pojatano eksprimirambT u bogatom (1,13 puta) i hemijski definisanom medijukoji
sadrzi 0,1 x metionin ili 10 x metionin i 10 x @st (1,04 puta) moze biti posledica
efluksne aktivnosti CmbT proteina i izbacivanjadiokih agenasa izelije.

Moze se zakljtiti da poveéana efluksna aktivnost posredovana CmbT
transporterom dovodi do poboljSanja fitnésdactis eliminacijom toksinih jedinjenja i

specifnim promenama u bakterijskoj fiziologiji.

5.5. Efluks etidijum bromida i Hoechst 33342 posredovan CmbT proteinom

Primenom raztiitih kompjuterskih programa u kojima je analiziram&leotidna
I aminokiselinska sekvenca CmbT proteina, pokagangacmbT gen kodira efluksni
protein koji funkcioniSe po principu antiport meimma. Da bi se eksperimentalno
potvrdila efluksna aktivnost CmbT proteina, deai su transportni eseji u prisustvu
EtBr i Hoechst 33342 koji nakon interakcije sa DIN#oresciraju. Dodavanje EtBr u
¢elije L. lactis NZ9000/pCT50 dovelo je do pojave fluorescencijeje intenzitet bio
dva puta manji u podenju sa kontrolnink. lactis NZ9000 sojem, dok dodatak Hoechst
33342 dovodi do priblizno trostrukog smanjenja mzigeta fluorescence kod. lactis
NZ9000/pCT50 u porenju sa kontrolnim sojem. MoZe se tuiitiada je dobijeni
rezultat posledica smanjenja nivoa EtBr i Hoech3842 u celiji, tj. da dolazi do
pojaanog izbacivanja EtBr i Hoechst 33342 telije posredstvom pofano
eksprimiranog CmbT protein&ime je potvdena efluks aktivhost CmbT transportera.

Pored toga, dodatak ATPaznog inhibitora orto-vatedsde imao uticaja na
izbacivanje EtBr izéelije, na osnovitega se moze zakljili da za aktivnost CmbT

transportera nije potrebna energija dobijena hidooh ATP-a. Nasuprot tome, ranije
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okarakterisan laktokokalni MDR protein LmrA, bio jehibiran orto-vanadatom, na
osnovucega je svrstan u primarne, ABC transportere (Balletiial., 1994).

Sa druge strane, dodatak jonofora valinomicina i(k@meti gradijent
koncentracije protonadpH) i nigericina (koji deluje na membranski potgaiGiAy),
inhibira efluks Hoechst 33342 izlije, na osnovitega se moze zakljiti da CmbT
transporter pripada grupi protonskih pumpi (engbtéh Motive Force - PMF) kao i

ranije okarakterisan sekundarni transporter Lmrélkdactis (Putman et al., 1999).

5.6. Uloga CmbT proteina u metabolizmu sumpora

Bakterije ml€ne kiseline (BMK) su Gram-poztivhe bakterije kopeaiju veliku
primenu u prehrambenoj industriji, jer doprinosdjdra ukusu i konzistenciji finalnog
proizvoda. Aminokiseline, posebno aromia&, sa razgranatim Boim lancem i
sumporom u svom sastavu, imaju ulogu prekursorantez aromatinih jedinjenja.
Enzimska i/ili hemijska konverzija aminokiselina &ma se esencijalnom za nastanak
specifinin aromatnih jedinjenja poput estara, tiola, aldehida ilitdeea. Enzim
cistationf3-liaza (CBL) ima sposobnost razgradnje aminokisefa sumporom. CBL je
enzim zavisan od piridoksal-fosfata (PLP) i njegovaoloSka uloga je kataliza
pretposlednjeg koraka u biosintezi metonina kodragkganizama i biljaka, npuo,3-
eliminaciona reakcija kojom se cistein prevodi umiogistein, piruvat i amonijak.
Potom, dolazi do metilacije homocisteina u metiorffored toga, moze dovesti do
razgradnje drugih aminokiselina sa sumporom posredsa,y- eliminacione reakcije,
koja u sl¢aju metionina dovodi do nastanka metanetiola. Mstahje prekursor
jedinjenja vaznog za ukus sireva, poput dimetiblfida (DMDS) i dimetil trisulfida
(DMTS). Ovi enzimi takde mogu prevesti metionin u isparljiva jedinjenja.

Sa druge strane, konverzija metionina pém@BL dovodi do oslok#anja
drugih isparljivih sumpornih jedinjenja z¥ggnih za formiranje ukusa u sirevima, poput
vodonik sulfida (HS). Do nedavno je ¥ bio poznat samo kao to&si gas, a danas se
povezuje sa brojnim pozitivnim funkcijama kod s&sapoput vazorelaksacije,
kardioprotektivnog efekta i antiinflamatornog efekt gastrointestinalnom traktu.

Ranije studije u kojima je izavan metabolizam sumpora kod laktokoka,

ukazale su na postojanje veze idzmembT gena i regulacijenetCcysK operona koji
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kodira cistationB,y-liazu (CBL) i cistein sintazu (CysK) (Fernandezaét 2002; Golic

et al., 2005). FizioloSka uloga CBL je da katalezyretposlednji korak u biosintezi
metionina. lako CBL, pored katalize pretposlednjegaka u biosintezi metionina,
poseduje i dodatnu aktivnost da sekundarnom reakcikonvertuje metionin u
metanetiol, sekundarna reakcija je 100 puta mafil@asma od primarne reakcije
prevaienja cistationa u homocistein (Alting et al., 1995ysK cistein sintaza katalizuje
nastanak cisteina @-acetil-L-serina i sulfida, u poslednjem korakudiiteze cisteina.

U cilju razjasSnjavanja moge uloge CmbT proteina u metabolizmu sumpora
kod laktokoka, merena je produkcija tiola i$Hkod CT56i kontrolnog NZ9000 soja,
kao rezultat aktivnosti CBL i CysK. Dobijeni rezatit pokazali su da nije bilo ztéajne
razlike u produkciji HS izmetu CT50 i kontrolnog NZ9000 soja. Interesantno je da je
nivo tiolnih grupa u supernatantu CT5§ajenog u CDM medijumu sa ograenim
izvorom metionina bio zr@jno visi (3,78 puta, p<0,05) nego kod kontrolnagas
dovodéi do zakljitka da CmbT moze imati zéanu ulogu u metabolizmu sumpora
delujwi na produkciju isparljivih jedinjenja u pravcu dadacije metionina. Uzimagu
u obzir, da poweana sinteza CmbT proteina dovodi do rezistencijeele antibiotike
koji poseduju sumpor u svojoj strukturi, m@éguobjasnjenje moze biti da je prirodni
supstrat CmbT proteina neko jedinjenje ukdino u metabolizam sumpora, koje dovodi
do poveéanja koncentracije tiola u supernatantu. dMt@n, u prisustvu visih
koncentracija metionina (CDM sa 10 x metionin/gistgrodukcija tiola je zn&jno
umanjena (4,3 puta u paenju sa istim sojem gajenim u 0,1 x metioninu, P8 5to
je u saglasnosti sa rezultatima koje su dobili DN&imer (1998).

Nasuprot tome, produkcija tiola kod CT&fajenog u CDM medijumu sa 10 x
metioninom/cisteinom je bila niza nego kod kontagrfNZ9000 soja gajenog u istom
medijumu, iako razlika nije bila stati&ki znatajna (1,6 puta, p>0,05), &tio razlikama
u produkciji tiola kod NZ9000 soja gajenog u CDM \@aokim i niskim sadrzajem
metionina i cisteina. Razlike u produkciji tioladua analizirana soja, gajena u prisustvu
visokih i niskih koncentracija metionina i cistejmaoze biti objasnjenénjenicom da i
drugi enzimi, pored CBL, poput cistatigrliaze koja westvuje u procesu konverzije
cistationa u cistein (Bruinenberg et al., 1997),aininotransferaze, igraju zgnu
ulogu u konverziji metionina u isparljiva jedinjanjkoja doprinose boljem ukusu

proizvoda.
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Analizom metabolizma cisteina i metionina kbdlactis (Slika 29), moZe se
zakljwiti da CmbT protein nema uticaja na reakcije u aji nastaje sulfid, dok

najverovatnije gestvuje u reakcijama u kojima nastaje metantiol.

| cYSTEIME AND METHIONINE METABOLISM |

" Bisulfie ©
{aa0}—=04{ 2611 o411 7m0 Pyrate
LCysteate 35 ulfo- 3-Sulfo- ?

acrlale

V
e
(2611 ][z613] (312 s

3 Mereapie-
o 2312

111 | 'r..m.nilwnam..

'
Ei:‘ v (514} hoand
Sqn'wmbobn L‘c"mm
L Mereagholctae
o [2a13] ) T e
=== o] =
L.5enre

P ———

16.1.57

MinE
1311 Em. MBI&“MW

1-phosphate

ettt O EITE et B eyt
’ 1.2.Dibyedrozy. m,dm J-t.m. &nw»imm
Vieb-S el
W;M I. &
00270 6712
() Kanehasa Laborniones

Slika 29. Metabolizam cisteina i metionina kod.. lactis, preuzeto:
http://www.genome.jp/kegg/pathway/map/map00270.png
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5.7. Modeliranje, optimizacijai molekulsko dinami¢ka studija CmbT

proteina QSAR analizom

Za razliku od LmrA, LmrP i LmrCD proteina gde je karakterizaciju supstrata
koriscen eksperimentalni pristup, u &yu P-glikoproteina speciinost supstrata
odreiena je primenom kompjutesrkih metoda. Za ispitigaspecifénosti supstrata u
slucaju CmbT proteina korégn je indirektan pristup, koji se zasniva na suiukim
karakteristikama samih supstrata i obuhvata 3D-QSt#idije.

Kako je odrdivanje speciftnosti supstrata CmbT proteina od velikog ¢aja,
formiran je homologni model CmbT proteina, optimian i ispitan molekulsko
dinamickim studijama.

Relativne rezistencije 21 testiranog jedinjenjai¥¢@me su za formiranje 3D-
QSAR modela i selekciju molekulskih determinantiek@mbT prepoznaje.

Sposobnost formiranog 3D-modela da predvidi akstnespitana je metodom
ukrstene validacije za trening set(@,69, Ropserveds predicted 0,918 i RMSEE: 0,193) i
eksternom validacijom za verifikacioni sedReneds predicted 0,704 i RMSEP: 0,289).
Dobijeni statisitki parametri ukazuju da se predlozeni 3D-QSAR maodeze Kkoristiti
kao pouzdan model u predainju RR aktivnosti.

Pozitivna korelacija izm#u lipofilnosti (logDy+ 5,9 | RR vrednosti ukazuje da se
ispitivani CmbT supstrati undéa u lipidni dvosloj. Pored toga, dobijeni rezultati
pokazuju da se CmbT aminokiselinski ostaci Leu3&i357 i Leu360 koji gestvuju u
vezivanju liganda takie nalaze u membrani, Sto sve zajedno dovodi dotérpoda
CmbT najverovatnije prepoznaje supstrate u mempaane u citoplazmi. Ova hipoteza
je u skladu sa rezultatima dobijenim u studijama lzarP i LmrA, dobro
okarakterisanih MDR transportera_ulactis (Bolhuis et al., 1996; Mazurkiewicz et al.,
2005).

Prisustvo veoma spedaifiih nefavorizovanih v144: O-O interakcija izduwe
tercijernog 1 kvaternernog N atoma u bacitracinyraaicinu, novobiocinu,
vankomicinu, kanamicinu, gentamicinu i tobramicipuepoznato je kao glavni razlog
smanjene RR vrednosti. Nasuprot tome, odsustvolikekenaiajnih nefavorizovanih
interakcija (v144: O-O, v225: N1-N1, v341: TIP-TIFP,v723: O-N1) kod EtBr,

sulbaktama i sulfatiazola je odgovorno za pewve RR vrednosti.
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Konano, rezultati ove studije, odiwanjem CmbT vezujteg mesta (Leu331,
Val357 i Leu360) unutar membranskog dela CmbT jpmatezajedno sa pozitivnom
korelacijom izméu lipofilnosti (logDns0 | RR vrednosti, ukazuju da CmbT

prepoznaje supstrate unutar lipidnog dvosloja.
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6.ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata izloZzenih u ovom radagu se doneti sledie
zakljucci:

1. cmbT gen uspesSno je kloniran u plazmid pNZ8113, nizwodsd fino
regulisanog inducibilnog Ra promotora.

2. Poveéana ekspresija CmbT proteina postignuta je pamolICE sistema.
Rezultati dobijeni RT-PCR i Western blot analizarpakazali su da su najvisa
ekspresijacmbT gena i najvéa kolicina CmbT proteina dobijene nakon indukcije
nizinom u koncentraciji 1 ng/ml.

3. Dodatak nizina u medijum u koncentraciji 1 ng/mhtgeuticaja na rast soja
lactis NZ9000.

4. Ispitivanjem rasta u prisustvu ragtih antibiotika i toksénih supstrata pokazano
je da CmbT protein pripada MDR transporterima.

5. CmbT obezbéuje rezistencijuL. lactis na linkozamidni antibiotik linkomicin,
sulfonamidne antibiotike sulbaktam, sulfametoksazaulfadiazin, aminoglikozidni
antibiotik streptomicin, aminonukleozidni antiblopuromicin i semisintetski antibiotik
rifampicin.

6. Pored rezistencije na strukturno raité antibiotike, CmbT doprinosi povanoj
otpornostiL. lactisi na razltite tokstne agense, poput holata, EtBr i Hoechst 33342.

7. Poveana ekspresija CmbT proteina dovodi do peweg fitnesal. lactis
najverovatnije usled eliminacije toksih jedinjenja.

8. Transportni eseji u prisustvu EtBr i Hoechst 33342manjenje fluorescence
indukovanog I(. lactis NZ9000/pCT50) soja u patenju sa kontrolnim L(. lactis
NZ9000) sojem ukazuju da je CmbT efluks protein.

9. CmbT ne pripada grupi primarnih, ABC transportgea, dodatak ATPaznog
inhibitora orto-vanadata nije imao uticaja na ibacje etidijum bromida iZelije.

10.Dodatkom jonofora valinomicina i nigericina inhigir je efluks Hoechst 33342
iz ¢elije, na osnovucega se moze zaklji da CmbT transporter pripada grupi
protonskih pumpi (engl. Proton Motive Force - PMF).

11.Dobijeni rezultati ukazuju da je CmbT protein ukgm u metabolizam sumpora

u sojuL. lactis u toku rasta u medijumu sa ogr&mim izvorom metionina i cisteina.
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12.Za odreivanje specifénosti supstrata za CmbT protein formiran je pouZgian
QSAR model.

13.3D-QSAR analizom pokazano je da CmbT protein prepgzsupstrate unutar
lipidnog dvosloja, a ne u citoplazmi, posredstvomireokiselinskih ostataka Leu331,
Val357 i Leu360 koji se nalaze u membrani.

14.3D-QSAR analizom pokazano je da je odsustvo ne&olikn&ajnih
nefavorizovanih interakcija (v144: O-0, v225: N1-NB41: TIP-TIP, i v723: O-N1)

kod EtBr, sulbaktama i sulfatiazola odgovorno zagéane RR vrednosti.

100



Literatura

7. LITERATURA

. Ahmed, M., Lyass, L., Markham, P. N., Taylor, S, ¥asquez-Laslop, N. and
Neyfakh, A. A.,1995. Two highly similar multidrug transporters Bécillus
subtilis whose expression is differentially regulated. JctBaol. 177,3904—
3910.

. Ainsa, J. A., Blokpoel, M. C. J., Otal, I., Yourig, B., De Smet, K. A. L. and
Martin, C., 1998. Molecular cloning and characterization of ,Tapputative
multidrug efflux pump present in Mycobacterium fortuitum and
Mycobacterium tuberculosis. Bacteriol. 1805836-5843.

. Akerberg, C., Hofvendahl, K., Zacchi, G. and Hahagerdal, B., 1998.
Modeling the influence of pH, temperature, glucoaad lactic acid
concentration on the kinetics of lactic acid prddut by Lactococcus lactis
ssp.lactis ATCC 19435 in whole-wheat flour. Appl. Microbi@nd Biotechnol.
49, 682-690.

. Allen, D. M., 1974. The relationship between valalselection and data
augmentation and a method for prediction. Technooset6, 125-127.

. Altenberg, G. A., Vanoye, C. G., Horton, J. K. amkeuss, L., 1994.
Unidirectional fluxes of rhodamine 123 in multidruggsistant cells: evidence
against direct drug extrusion from the plasma memdrProc. Natl. Acad. Sci.
USA 91,4654-4657.

. Alting, A. C., Engels, W. J. M., van Schalkwijk, &d Exterkate, F. A., 1995.
Purification and characterization of cystathion{siyase fromLactococcus
lactis subsp.cremoris B78 and its possible role in flavor development in
cheese. Appl. Environ. Microbiol. 61, 4037-4042.

. Aumercier, M., Bouhallab, S., Capmau, M. L. andGeffic, F., 1992 RP59500:
a proposed mechanism for its bactericidal actidtyAntimicrob. Chemother.
30, 9-14.

. Ballow, C. H. and Amsden, G. W., 1992. Azithromycithe firrst azalide
antibiotic. Ann. Pharmacothe26, 1253-1261.

. Barone, V., Biczysko, M., Bloino, J. and Puzzar{di, 2013. Characterization of
the elusive conformers of glycine from state-of-#ne structural,

101



Literatura

thermodynamic, and spectroscopic computations: fyhecomplements
experiment. J. Chem. Theory Comput. 9(3), 1533-1547

10.Bennett-Lovsey, R. M., Herbert, A. D., Sternberg, ME., Kelley, L. A., 2008.
Exploring the extremes of sequence/structure spaitk ensemble fold
recognition in the program Phyre. Proteins 70, 625~

11.Bentley, J., Hyatt, L. S., Ainley, K., Parish, J., Herbert, R. B. and White, G.
R.,1993. Cloning and sequence analysis oEacherichia colgene conferring
bicyclomycin resistance. Gene 1244,7-120.

12.Berman, H. M., Battistuz, T., Bhat, T. N. et alQ0B. The protein data bank.
Nucleic Acids Res. 28, 235-242.

13.Bermudez-Humaran, L. G. and Langella, P., 2010.sp&stives for the
development of human papillomavirus vaccines anchumotherapy. Expert
Rev. Vaccines 9(1), 35-44.

14.Bernaudat, F., Frelet-Barrand, A., Pochon, N., D@me S., Hivin, P., et al.
2011: Heterologous Expression of Membrane Protei@$ioosing the
Appropriate Host. PLoS ONE 6(12): €29191.
doi:10.1371/journal.pone.0029191.

15.Binder, H. J., Filburn, B. and Floch, M., 1975. é8#cid inhibition of intestinal
anaerobic organisms. Am. J. Clin. Nutr. 28, 119-125

16.Bohn, C. and Bouloc, P1998. TheEscherichia coli cmlAgene encodes the
multidrug efflux pump Cmr/MdfA and is responsiblerfisopropyl-b-
Dthiogalactopyranoside exclusion and spectinomgensitivity. J. Bacteriol.
190,6072—-6075.

17.Bolhuis, H., Molenaar, D., Poelarends, G., van VeEnW., Poolman, B.,
Driessen, A.J.M. and Konings, W.N. 1994. Proton imeoforce-driven and
ATPdependent drug extrusion systems in multidrggstant Lactococcus
lactis. J. Bacteriol. 176, 6957— 6964.

18.Bolhuis, H., Poelarends, G., van Veen, H. W., PeolnB., Driessen, A. J. M.
and Konings, W. N., 1995. The lactococcal ImrP gemeodes a proton motive
force-dependent drug transporter, J. Biol. Cherf, 26092—26098.

102



Literatura

19.Bolhuis, H., van Veen, H.W., Poolman, B., Driess&n,). M. and KoningsW.
N., 1997. Mechanisms of mitidrug transporters. FEMig§robiol. Rev. 21, 55-
84.

20.Bolhuis, H., vanVeen, H.W., Molenaar, D., PoolmBn, Driessen, A. J. M. and
Konings, W.N., 1996. Multidrug resistanceliactococcus lactisevidence for
ATP-dependent drug extrusion from the inner leaftdétthe cytoplasmic
membrane, EMBO J. 15, 4239— 4245.

21.Bolotin, A., Wincker, P., Mauger, S., Jaillon, ™alarme, K., Weissenbach, J.,
Ehrlich, S. D. and Sorokin, A., 2001. The complgesmome sequence of the
lactic acid bacteriunbactococcus lactissp.lactis IL1403. Genome Res. 11,
731-753.

22.Bradford, M. M., 1976. Rapid and sensitive method the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the priple of protein-dye binding.
Anal. Biochem. 72, 248-254.

23.Bradley, G.Juranka, P. F. and Ling, V.,1988echanism of multidrug resistance
Biochim. Biophys. Act®48 87-128

24.Brown, M. H., Paulsen, I. T. and Skurray, R. A.999 The multidrug efflux
protein NorM is a prototype of a new family of tsgorters. Mol. Microbiol.
31, 394-395.

25.Bruinenberg, P. G., de Roo, G. and Limsowtin, GYK.1997. Purification and
characterization of cystathionine g-lyase frabactococcus lactissubsp.
cremoris SK11: possible role in flavor compound formationridg cheese
maturation. Appl. Environ. Microbiol. 63, 561-566.

26.Budin-Verneuil, A., Maguin, E., Auffray, Y., Ehrlic S. D. and Pichereau, V.,
2004. An essential role for arginine catabolismtive acid tolerance of
Lactococcus lactis1G1363. Lait 84, 61-68.

27.Cabrera, M. A., Gonzalez, I., Fernandez, C., Nav&r and Bermejo, M., 2006.
A topological substructural approach for the prgdic of P-glycoprotein
substrates. J. Pharm. Sci. 95(3), 589-606.

28.Calamia, J. and Manoil, C., 1998c permease dEscherichia colitopology and
sequence elements promoting membrane insertioo. Radl. Acad. Sci. USA
87, 4937-4941.

103



Literatura

29.Clancy, J., Petitpas, J., Dib-Hajj, F., Yuan, Wrokan, M., Kamath, A. V.,
Bergeron, J. and Retsema, J. A., 198®lecular cloning and functional
analysis of a novel macrolide-resistance deterntjmaefA from Streptococcus
pyogenesMol. Microbiol. 22, 867-879.

30.Claverys, J. P., 2001. A new family of high-affinlABC manganese and zinc
permeases. Res. Microbiol. 152, 231-243.

31.Colmer, J. A., Fralick, J. A. and Hamood, A. N.,989 Isolation and
characterization of a putative multidrug resistapamp fromVibrio cholerae
Mol. Microbiol. 27, 63-72.

32.Contreras, A. and Vasquez, D., 19Thoperative and antagonistic interactions
of peptidyl-tRNA and antibiotics with bacterial abomes. Eur. J. Biocher,
539-547.

33.Corroler, D., Desmasures, N. and Gueguen, M., 1¥&relation between
polymerase chain reaction analysis of the histidmesynthesis operon,
randomly amplified polymorphic DNA analysis and pbgypic
characterization of dairlyactococcussolates. Appl. Microbiol. and Biotechnol.
51, 91-99.

34.Dang, K., 1973. Active outward transport of daunomyin resistant Ehrlich
ascites tumor cells. Biochem. Biophys. Acta 323%-4133.

35.Dawson, R. J. and Locher, K. P., 2006. Structura bhacterial multidrug ABC
transporter. Nature 443, 180-185.

36.de Cerqueira Lima, P., Golbraikh, A., Oloff, S.aKj Y. and Tropsha, A., 2006.
Combinatorial QSAR Modeling of P-Glycoprotein Subgts. J. Chem. Inf.
Model. 46(3), 1245-1254.

37.De Rossi, E., Branzoni, M., Cantoni, R., Milano, Riccardi, G. and Ciferri, O.,
1998.mmr, a Mycobacterium tuberculosigene conferring resistance to small
cationic dyes and inhibitors. J. Bacteriol. 1806&66071.

38.de Ruyter, P. G., Kuipers, O. P., Beerthuyzen, M, WAn Alen-Boerrigter, |I.
And Vos, W. M., 1996a. Functional analysis of préems in the nisin gene
cluster ofLactococcus lactis]. Bacteriol. 178(12), 3434-3439.

104



Literatura

39.de Ruyter, P. G., Kuipers, O. P.,de Vos, W. M., 6l®9Controlled gene
expression systems faactococcus lactisising the food-grade inducer nisin.
Appl. Environ. Microbiol. 62, 3662—3667.

40.de Vos, W. M., Kuipers, O. P., van der Meer, J.aRd Siezen, R. J., 1995.
Maturation pathway of nisin and other lantibiotipssttranslationally modified
antimicrobial peptides exported by Gram-positivetbaa. Mol. Microbiol. 17,
427-437.

41.Delahay, R. M., Robertson, B. D., Balthazar, JShafer, W. M. and Ison, C. A,,
1997. Involvement of the gonococcal MtrE protein time resistance of
Neisseria gonorrhoea® toxic hydrophobic agents. Microbiology 143127—
2133.

42.Delves-Broughton, J., Blackburn, P., Evans, R.nd &lugenholtz, J., 1996.
Applications of the bacteriocin nisin. Antonie viameuwenhoek 69, 193-202.

43.Detmers, F. J. M., Lanfermeijer, F. C. and Poolnian2001. Peptides and ATP
binding cassette peptide transporters. Res. Miotobb2, 245-258.

44.Dias, B. and Weimer, B., 1998. Conversion of methme to thiols by lactococci,
lactobacilli and brevibacteria. Appl. Environ. Matriol. 64, 3320-3326.

45.Dodd, H. M. and Gasson, M. J., 1994. Bacteriocihtactic acid bacteria. In:
Gasson MJ, de Vos WM (eds) Genetics and bioteclygofolactic acid
bacteria. Blackie, London.

46.Doige, C. A., Yu, X. and Sharom, F. J., 1993. Tfieat of lipids and detergents
on ATPase-active P-glycoprotein. Biochim. Biophista 1146, 65—72.

47.Drouault, S., Corthier, G., Ehrlich, S. D. and RdhaP., 1999. Survival,
physiology, and lysis dfactococcus lactign the digestive tract. Appl. Environ.
Microbiol. 65,4881-4886.

48.Duan,Y., Wu, C., Chowdhury, S., Lee, M. C., Xiotg, Zhang, W., Yang, R.,
Cieplak, P., Luo, R., Lee, T., Caldwell, J., Wadgand Kollman, P., 2003. A
point-charge force field for molecular mechanigawdations of proteins based
on condensed-phase quantum mechanical calculatio@omput. Chem. 24,
1999-2012.

49.Dushi, R., Gutmann, D. A., Khoo, Y. S., Fagg, L.akd vanVeen, H. W., 2011.
The choreography of multidrug export. Biochem. Soans. 39807-811.

105



Literatura

50.Edgar, R. and Bibi, E., 1997. MdfA, dbscherichia colimultidrug resistance
protein with an extraordinarily broad spectrum oigirecognition. J. Bacteriol.
179, 2274-2280.

51.Eichenbaum, Z., Federle, M. J., Marra, D., de W&, M., Kuipers, O. P.,
Kleerebezem, M., et al. 1998. Use of the lactocloeis®\ promoter to regulate
gene expression in Gram-positive bacteria: comparef induction level and
promoter strength. Appl. Environ. Microbiol. 64,68~2769.

52.Elliott, J. A., Collins, M. D., Pigott N. E. and éldam, R. R., 1991.
Differentiation of Lactococcus lactimnd Lactococcus garvieaBom humans
by comparison of whole-cell protein patterns. Jn@Wicrobiol. 29(12), 2731-
2734.

53.Engelke, G., Gutowski-Eckel, Z., Kiesau, P., Sieg&., Hammelman, M. and
Entian, K. D., 1994. Regulation of nisin biosyntiseg&nd immunity in
Lactococcus lacti§F3. Appl. Environ. Microbiol. 60, 814—-825.

54.Enouf, V., Langella, P., Commissaire, J., Cohenardd Corthier, G., 2001.
Bovine rotavirus nonstructural protein 4 produced Lactococcus lactiss
antigenic and immunogenic. Appl. Environ. Microbié¥, 1423-1428.

55.Eriksson, L., Johansson, E., Kettaneh-Wold, N.,g@ryJ., Wikstrom, C. and
Wold, S. (Eds.) 2001. Multi-and Megavariate Dataalysis. Basic Principles
and Applications I, 2nd ed, Umetrics Academy, Umea.

56.Fernandez, M., Kleerebezem, M., Kuipers, O. P.,z&8ie R. J. and van
Kranenburg, R., 2002. Regulation of timeetC-cysKoperon, involved in
sulphur metabolism ihactococcus lactis). Bacteriol. 184, 82-90.

57.Fernandez, M., van Doesburg, W., Rutten, G. A.MWarugg, J. D., Alting A. C.,
van Kranenburg, R. and Kuipers, O. P., 2000. Mdicand functional
analyses of thenetC gene ofLactococcus lactisencoding cystathioning-
lyase. Appl. Environ. Microbiol. 66, 42-48.

58.Fihman, V., Raskine, L., Barrou, Z., Kiffe, C., RiaJ., Bergot, B. and Sanson-
LePors, M. J., 2006.actococus garvieaendocarditis: identification by 16 S
rRNA and sodA sequence analysis. J. Infect. 52e@3—

59.Filipic, B., Golic, N., Jovcic, B., Tolinacki, MBay, D. C., Turner, R. J., Antic-
Stankovic, J., Kojic, M. and Topisirovic, L., 2013EhecmbTgene encodes a

106



Literatura

novel major facilitator multidrug resistance traodpr in Lactococcus lactis
Res. Microbiol. 164, 46-54.

60.Filipic, B., Jovcic, B., Uzelac, G., Miljkovic, MAntic-Stankovic, J., Topisirovic,
L. and Golic, N., 2013b. Over-expressed CmbT muitid resistance
transporter improves the fitness lodictococcus lactisGenetika, 45(1), 197-
206.

61.Fischer, C. F. F., 1977. The Hartree-Fock Method Atoms: A Numerical
Approach. John Wiley and Sons, New York. ISBN 05290 X.

62.Fleischmann, R. D., Adams, M. D., White, O., Clayt®. A., Kirkness, E. F.,
Kerlavage, A. R., Bult, C. J., Tomb, J. F., DougheB. A., Merrick, J. M.,
McKenney,K., Sutton, G.,FitzHugh, W., Field, C., cagne, J. D., Scott, J.,
Shirley, R., Liu, L.-I., Glodek, A., Kelly, J. MWeidman, J. F., Phillips, C. A.,
Spriggs, T., Hedblom, E., Cotton, M. D., Utterbadk, R., Hanna, M. C.,
Nguyen, D. T., Saudek, D. M., Brandon, R. C., FineD., Fritchman, J. L.,
Fuhrman, J. L., Geohagen, N. S. M., Gnehm, C. IcDbhald, L. A., Small, K.
V., Fraser, C. M., Smith, H. O. and Venter, J.X295. Whole-genome random
sequencing and assembly ldaemophilus influenzaRd. Science 269, 496—
512.

63.Florez, A. B., Ammor, M. S. and Mayo, B., 2008. ti&cation of tet(M) in two
Lactococcus lactistrains isolated from a Spanish traditional stdiree cheese
made of raw milk and conjugative transfer of teycdioe resistance to
lactococci and enterococci. Int. J. Food Microbidl, 189-194.

64.Fluman, N. and Bibi, E., 2009. Bacterial multidringnsport through the lens of
the major facilitator superfamily. Biochim. et Biogs. Acta 1794, 738-747.

65.Furukawa, H., Tsay, J. T., Jackowski, S., Takam¥raand Rock, C. O., 1993.
Thiolactomycin resistance iBscherichia colis associated with the multidrug
resistance efflux pump encodeddaprAB J. Bacteriol. 175, 3723-3729.

66.Garmory, H. S. and Titball, R. W., 2004. ATP-Bingli@assette Transporters Are
Targets for the Development of Antibacterial Vaesirand Therapies Infect.
Immun.72, 6757-6763.

67.Geoffroy, M. C., Guyard, C., Quatannens, B., Pav8n, Lange, M. and
Mercenier, A., 2000. Use of green fluorescent pnot tag lactic acid

107



Literatura

bacterium strains under development as live vaceawtors. Appl. Environ.
Microbiol. 66, 383-391.

68.Gill, M. J., Brenwald, N. P. and Wise, R999. Identification of an efflux pump
gene, pmrA associated with fluoroquinolone resistance Sireptococcus
pneumoniaeAntimicrob. Agents Chemother. 43, 187-189.

69.Golic, N., Schliekelmann, M., Fernandez, M., Kldmezem, M. and van
Kranenburg, R., 2005. Molecular characterizationtledé CmbR activator
binding site in the metC—cysK promoter region inLactococcus lactis.
Microbiol-SGM 151, 439-446

70.Gotoh, N., Tsujimoto, H., Poole, K., Yamagishi)].Jand Nishino, T., 1995. The
outer membrane protein OprM @&fseudomonas aeruginosa encoded by
oprK of themexA-mexB-oprknultidrug resistance operon. Antimicrob. Agents
Chemother. 32567-2569.

71.Gottesman, M. M. and Ambudkar, S. V., 2001. OvewiABC transporters and
human disease. J. Bioenerg. Biomembr. 33, 453—-458.

72.Gottesman, M.M. and Pastan I., 1993. Biochemistrynailtidrug resistance
mediated by the multidrug transporter. Annu. RewecBem. 62, 385-427.

73.Grinius, L., Dreguniene, G., Goldberg, E. B., Li&b;H. and Projan, S. J., 1992.
A staphylococcal multidrug resistance gene prodsich member of a new
protein family. Gene 27,19-129.

74.Guan, L., Ehrmann, M., Yoneyama, H. and Nakael999. Membranetopology
of the xenobiotic-exporting subunit, MexB, of theek,B-OprM Extrusion
pump inPseudomonas aeruginasa Biol. Chem. 274, 10517-10522.

75.Hagman, K. E., Pan, W., Spratt, B. G., Balthazaf, JJudd, R. C. and Shafer, W.
M., 1995. Resistance dfeisseria gonorrhoeato antimicrobial hydrophobic
agents is modulated by tmetrRCDE efflux system. Microbiology 141611
622.

76.Hanahan, D., 1985. DNA Cloning (Glover, D.M., eRLIPress, Oxford, 1: 109.

77.Heap, H. A. and Lawrence, R. C., 1984. The devetopnof a defined starter
system for casein manufacture. N. Z. J. Dairy Bechnol. 19, 119-123.

78.Heap, H. A., 1998. Optimising starter culture parfance in NZ cheese plants.
Aust. J. Dairy Tech. 53, 74-78.

108



Literatura

79.Heir, E., Sundheim, G. and Holck, A. L., 1998. Btaphylococcus aureus gacH
gene product: a new member of the SMR family emggpdaultidrug resistance.
FEMS Microbiol. Lett. 163, 49-56.

80.Heir, E., Sundheim, G. and Holck, A. L., 1999. Tfa=Ggene on plasmid pST94
confers resistance to quarternary ammonium compoundstaphylococci
isolated from the food industry. J. Appl. Microhi8b, 378—388.

81.Hickey, R. M., Ross, R. P. and Hill, C., 2004. Gohéd autolysis and enzyme
release in a recombinant lactococcal strain  exmpgss the
metalloendopeptidase enterolysin A. Appl. Envirglicrobiol. 70, 1744-1748.

82.Higgins, C. F. and Gottesman, M. M., 1992. Is thaltiwrug transporter a
flippase. Trends Biochem. Sci. 17, 18-21.

83.Higgins, C. F., 2001. ABC transporters: physiologiyucture and mechanism —
an overview. Res. Microbiol. 152, 205-210.

84.Holland, I. B., Cole, S. P. C., Kuchler, K. and bjigs, C. F., 2003. ABC
Proteins: From Bacteria to Man (Academic, London).

85.Holmgren, J. and Czerkinsky, C., 2005. Mucosal imityuand vaccines. Nat.
Med. 11(4 Suppl), S45-53.

86.Holo, H. and Nes, I.F., 1989. High-frequency transfation, by electroporation,
of Lactococcus lactisssp. cremoris grown with glycine in osmotically
stabilized media. Appl. Environ. Microbiol. 55, 3+8123.

87.Holtje, J. V., 1998. Growth of the stress-bearimgl hape-maintaining murein
sacculus oEscherichia coli Microbiol. Mol. Biol. Rev. 62, 181-203.

88.Hopwood, D. A., Bibb, M. J., Chater, K. F., Kiesé&r, Bruton, C. J., Kieser, H.
M., Lydiate, D. J., Smith, C. P., Ward, J. M. arch@mpf, H., 1985. Genetic
manipulation of Streptomyces - a laboratory manudlhe John Innes
Foundation, Norwich.

89.Horn, N., Fernandez, A., Dodd, H. M., Gasson, ManH Rodriguez, J. M., 2004.
Nisincontrolled production of pediocin PA-1 andicwi V in nisin- and non-
nisin-producing Lactococcus lactisstrains. Appl. Environ. Microbiol. 70,
5030- 5032.

90.Horn, N., Martinez, M. |., Martinez, J. M., Hern&ad P. E., Gasson, M. J.,
Rodriguez, J. M. and Dodd, H. M., 1998. Productadnpediocin PA-1 by

109



Literatura

Lactococcus lactisising the lactococcin A secretory apparatus. Agpliron.
Microbiol. 64, 818-823.

91.Hosie, A. H. F. and Poole, P. S., 2001. BacterBBCAransporters of amino acids.
Res. Microbiol. 152, 259-270.

92.Hresko, R. C., Kruse, M., Strube, M. and MueckMr, 1994. Topology of the
Glut 1 glucose transporter deduced from glycosytaticanning mutagenesis. J.
Biol. Chem. 269, 20482—-20488.

93.Huang, J., Ma, G., Muhammad, I. and Cheng, Y., 20@#éntifying P-
Glycoprotein Substrates Using a Support Vector MeeclOptimized by a
Particle SwarmJ. Chem. Inf. Model 47, 1638-1647.

94.Hutkins, R. W. and Nannen, N. L., 1993. pH homesistm lactic acidbacteria. J.
Dairy Sci. 76,2354—-2365.

95.Hyde, S. C., Emsley, P., Hartshorn, M. J., MimmadkM., Gileady, U., Pearce,
S. R., Gallagher, M. P., Gill, D. R., Hubbard, R.and Higgins, C. F., 1990.
Structural model of ATP-binding proteins associateih cystic fibrosis,
multidrug resistance and bacterial transport. Na846, 362—365.

96.lgarashi, K., Ito, K. and Kashiwagi, K., 2001. Payine uptake systems in
Escherichia coliRes. Microbiol. 152, 271-278.

97.Jack, D. L., Storms, M. L., Tchieu, J. H., Pauldeii, and Saier, M. H. Jr., 2000.
A broad-specificity multidrug efflux pump requiringa pair of
homologousSMR-type proteins. J. Bacteriol. 182,122B13.

98.Jack, R.W., Tagg, J.R. and Ray, B., 1995. Bactersoaf gram-positive bacteria.
Microbiol. Rev. 59, 171-200.

99.Jager, W., Kalinowski, J. and Puhler, A., 1997CArynebacterium glutamicum
gene conferring multidrug resistance in the hetgyolis hosEscherichia coli
J. Bacteriol. 179, 2449-2451.

100James, P. R., Hardman, S. M. and Patterson, D20Q0. Osteomyelitis and
possible endocarditis secondaryltactococcus garvieaea first case report.
Postgrad. Med. J. 76, 301-303.

101Jensen, P. R. and Hammer, K., 1998. The sequenspawer between the
consensus sequences modulates the strength ofrymbcgpromoters. Appl.
Environ. Microbiol. 64, 82-87.

110



Literatura

102Kang, L. and Rybak, M. J., 199Bharmacodynamics of RP59500 alone and in
combination with vancomycin againStaphylococcus aureus an in vitro-
infected fibrin clot modelAntimicrob. Agents Chemothed9, 1505-1511.

103Karplus, K., Katzman, S., Shackleford, G., Koeva, Mraper, J., Barnes, B.,
Soriano, M. and Hughey, R., 2005. SAM-T04: whaégvnn protein-structure
prediction for CASP6. Proteins: Structure, Functmal Bioinformatics 61(S7),
135-142.

104 Kashket, E. R., 1987. Bioenergetics of lactic dwadteria: cytoplasmic pH and
osmotolerance. FEMS Microbiol. Rev. 46, 233-244.

105Katzman, S., Barrett, C., Thiltgen, G., Karchin, &d Karplus, K., 2008.
Predict-2nd: a tool for generalized protein locdtusture prediction.
Bioinformatics 24, 2453-2459.

106 Kazama, H., Hamashima, H., Sasatsu, M. and Arail998a. Distribution of
the antiseptic-resistance gergecE and qacED1 in Gram-negative bacteria.
FEMS Microbiol. Lett. 159, 173-178.

107Kazama, H., Hamashima, H., Sasatsu, M. and Arai1998b. Distribution of
the antiseptic-resistance gergacED1 in Gram-positive bacteria. FEMS
Microbiol. Lett. 165, 295-299.

108Kelley, L. A. and Sternberg, M. J., 2009. Protetructure prediction on the
Web: a case study using the Phyre server. Nato@rét 363-71.

109Kelly, W. J., Ward, L. J. and Leahy, S. C., 201Gwr@&nosomal diversity in
Lactococcus lactiend the origin of dairy starter cultures. Genonna.BEvol.
2, 729-44.

110Kertesz, M. A., 2001. Bacterial transporters forfate and organosulfur
compounds. Res. Microbiol. 152, 279-290.

111Kleerebezem, M., Beerthuyzen, M. M., Vaughan, E.d& Vos, W. M. and
Kuipers, O. P., 1997a. Controlled gene expressisiems for lactic acid
bacteria: transferable nisin-inducible expressi@ssettes forLactococcus
LeuconostocandLactobacillusspp. Appl. Environ. Microbiol. 63, 4581-4584.

112Kleerebezem, M., de Vos, W. M. and Kuipers, O1B99. The lantibiotics nisin
and subtilin act as extracellular regulators ofrtben biosynthesis. In: Dunny

111



Literatura

GM, Winams SC (eds) Cell—cell signalling in bacdemerican Society for
Microbiology, Washington, D.C.

113Kleerebezem, M., Quadri, L. E., Kuipers, O. P. aledVos, W. M., 1997b.
Quorum sensing by peptide pheromones and two-coemorsignal-
transduction systems in Gram-positive bacteria.. trobiol. 24, 895-904.

114Klein, J. R., Henrich, B. and Plapp, R., 1991. Malar analysis and nucleotide
sequence of thenvCDoperon ofEscherichia coliMol. Gen. Genet. 230, 230—-
240.

115Klijn, N., Weerkamp, A. H. and De Vos, W. E., 199Bbetection and
characterization of lactose-utilizingactococcusspp. in natural ecosystems.
Appl. Environ. Microbiol. 61, 788—-792.

116Knol, J., Veenhoff, L., Liang, W. J., Henderson, P.F., Leblanc, G. and
Poolman, B., 1996. Unidirectional reconstitutiorioirdetergent destabilized
liposomes of the purified lactose transport systeofs Streptococcus
thermophilusJ. Biol. Chem. 271, 15358-15366.

117Kobayashi, H., 1985. A proton-translocating ATPasgulates pH of the
bacterial cytoplasm. J. Biol. Chem. 260, 72-76.

118Kohler, T., Epp, S. F., Kocjancic Curty, L. and Rete, J.-C.,1999.
Characterization of MexT, the regulator of the MaWExF-OprN multidrug
efflux system oPseudomonas aeruginash Bacteriol. 1816300-6305.

119Konings, W. N., 2002. The cell membrane and thegsfie for life of lacticacid
bacteria. Antonie van Leeuwenhoek 82, 3-27.

120Koster, W., 2001. ABC transporter-mediated uptakeom, siderophores, heme
and vitamin B12. Res. Microbiol. 152, 291-301.

121Kronakis, V., Sharff, A., Koronakis, E., Luisi, Bnd Hughes, C., 2000. Crystal
structure of the bacterial membrane protein TolGtred to multidrug efflux
and protein export. Nature 40%14—-9109.

122 Kuipers, O. P., Beerthuyzen, M. M., de Ruyter, PG5 A., Luesink, E. J. and
de Vos, W. M., 1995. Autoregulation of nisin biolyesis inLactococcus
lactis by signal transduction. J. Biol. Chem. 270, 272Z5304.

123Kuipers, O. P., Beerthuyzen, M. M., Siezen, R.nH de Vos, W. M., 1993.

Characterization of the nisin gene cluster nisABAR lof Lactococcus lactis

112



Literatura

requirement of expression of th@sA and nisl genes for development of
immunity. Eur. J. Biochem. 216, 281-91.

124 Kuipers, O. P., de Ruyter, P. G. G. A., Kleerebezbmand de Vos, W. M.,
1998. Quorum sensing-controlled gene expressioladtic acid bacteria. J.
Biotechnol. 64, 15-21.

125Kunji, E. R., Slotboom, D. J. and Poolman, B., 2008ctococcus lactias host
for overproduction of functional membrane proteiBgchim. Biophys. Acta
1610, 97-108.

126Lancefield, R. C., 1933. A serological differentat of human and other groups
of hemolytic streptococci. J. Exp. Med. 57, 571-595

127langella, P. and Le Loir, Y., 1999. Heterologousotpin secretion in
Lactococcus lactisa novel antigen delivery system. Braz. J. Meal.BRres.
32, 191-198.

128Le Bourgeois, P., Lautier, M., Mata, M. and Ritzealer, P., 1992. Physical and
genetic map of the chromosomelgaifctococcus lactisubsp lactis IL1403. J.
Bacteriol. 174, 6752-6762.

1291 e Laoir, Y., Noualille, S., Commissaire, J., Bretygih.., Gruss, A. and Langella,
P. 2001. Signal peptide and propeptide optimizat@nheterologous protein
secretion irLactococcus lactisAppl. Environ. Microbiol. 67, 4119-4127.

130Leclerg, R. and Courvalin, P., 1991ntrinsic and unusual resistance to
macrolide, lincosamide, and streptogramin antibgotn bacteria. Antimicrob.
Agents ChemotheB5, 1273-1276.

131l eelaporn, A., Paulsen, I. T., Tennent, J. M. lejtthn, T. G. and Skurray, R. A.,
1994. Multidrug resistance to antiseptics and ¢esitants in coagulase-
negative staphylococci. J. Med. Microbiol. 40, 2220.

132Levy, S., 1992. Active efflux mechanisms for andii resistance. Antimicrob.
Agents Chemother. 36, 695-703.

133Lewinson, O., Adler, J., Poelarends, G. J., Maawicz, P., Driessen, A. J. and
Bibi, E., 2003. Thd=scherichia colmultidrug transporter MdfA catalyzes both
electrogenic and electroneutral transport reactiBngc. Natl. Acad. Sci. U. S.
A.100, 1667-1672.

113



Literatura

134l ewis, K., 1994. Multidrug resistance pumps in kaet variations on a theme.
Trends Biochem. Sci. 19, 119-123.

135Lewis, K., Hooper, D. C. and Ouellette, M., 1997ulMirug resistance pumps
provide broad defense. ASM News 63, 605-610.

136Lister, J., 1873. A further contribution to the ura history of bacteria and the
germ theory of fermentative changes. Quarterly bhavlogical Sciences, 13,
380-408.

137Littlejohn, T. G., DiBerardino, D., Messerotti, I., Spiers, S. J. and Skurray, R.
A., 1991. Structure and evolution of a family ohge encoding antiseptic and
disinfectant resistance Btaphylococcus aureu&ene 101, 59-66.

138Liu, J., Takiff, H. E. and Nikaido, H., 1996. Acti\efflux of fluoroquinolones in
Mycobacterium smegmatimediated by LfrA, a multidrug efflux pump. J.
Bacteriol. 178, 3791-3795.

1391l ocher, K. P., Lee, A. T. and Rees, D. C., 2002 Ehcoli BtuCD structure: a
framework for ABC transporter architecture and natbm. Science 296,
1091-1098.

140Lomovskaya, O. and Lewis, K., 1992mr, an Escherichia colilocus for
multidrug resistance. Proc. Natl. Acad. Sci. USA&338-8942.

1411 opez-Diaz, T. M., Alonso, C., Roman, C., Garcigaks, M. L. and Moreno, B.,
2002. Lactic acid bacteria isolated from a hand enatle cheese. Food
Microbiology 17, 23-32.

1421 ubelski, J., de Jong, A., van Merkerk, R., Agusdari, H., Kuipers, O. P., Kok,
J. and Driessen, A. J. M., 2006a. LmrCD is a majuitidrug resistance
transporter irLactococcus lactisMol. Microbiol. 61, 771-781.

143Lubelski, J., Konings, W. N. and Driessen, A. J, [I007. Distribution and
Physiology of ABC-Type Transporters Contributing/lidtidrug Resistance in
Bacteria. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 71, 463—-476.

1441 ubelski, J., Mazurkiewicz, P., van Merkerk, R.,rfrmgs, W. N. and Driessen,
A. J. M., 2004 ydaG andydbA of Lactococcus lacti€ncode a heterodimeric
ATP-binding cassette-type multidrug transporterBidl. Chem. 279, 34449—
34455.

114



Literatura

1451 ubelski, J., van Merkerk, R., Konings, W. N. andié3sen, A.J.M., 2006b.
Nucleotide-Binding Sites of the Heterodimeric LmrCBBC-Multidrug
Transporter of.actococcus lacti®\re Asymmetric. Biochemistry 45, 648-656.

146Ma, D., Cook, D. N., Alberti, M., Pon, N. G., Nikh, H. and Hearst, J. E., 1995.
GenesacrAandacrB encode a stress-induced efflux systerEst¢herichia coli
Mol. Microbiol. 16,45-55.

147Ma, D., Cook., D. N., Alberti, M., Pon, N. G., Nika, H. and Hearst, J. E.,
1993. Molecular cloning and characterization adérA and acrE genes
Escherichia coliJ. Bacteriol. 175, 6299-6313.

148Madera, M., Vogel, C., Kummerfeld, S. K., Chothia, and Gough, J., 2004.
The SUPERFAMILY database in 2004: additions androapments. Nucl.
Acids. Res. 32, 235-239.

149Makarova, K., Slesarev, A., Wolf, Y., Sorokin, A&t al. 2006. Comparative
genomics of the lactic acid bacteria. Proc. Natdad& Sci. USA. 103, 15611—
15616.

150Maniatis, T., Fritsch, E. F. and Sambrook, J., 198®lecular cloning: a
laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratorgs€8r Cold Spring Harbor,
N.Y.

151Mannion, P. T. and Rothburn, M. M., 1990. Diagnasfidacterial endocarditis
byStreptococcus lactis and assisted by immunobfptif serum antibodies. J.
Infect. 21, 317-326.

152Marcusson L. L., Frimodt-Mgller, N. and Hughes, R009: Interplay in the
Selection of Fluoroquinolone Resistance and Baadt&iitness. PLoS Pathog.
5(8): €1000541. doi:10.1371/journal.ppat.1000541

153Marger, M. D. and Saier Jr, M. H., 1993. A majopadamily of transmembrane
facilitators that catalyse uniport, symport andgort. Trends Biochem. Scl8,
13-20.

154Margolles, A., Putman, M., van Veen, H. W. and Kms, W. N., 1999. The
purified and functionally reconstituted multidrugansporter LmrA of
Lactococcus lactisnediates the transbilayer movement of specificrégoent
phospholipids. Biochemistry 38, 16298—16306.

115



Literatura

155Masaoka, Y., Ueno, Y., Morita, Y., Kuroda, T., Mgtuma, T. and Tsuchiya, T.,
2000. A two-component multidrug efflux pump, EbrAB,Bacillus subtilis J.
Bacteriol. 182, 2307-2310.

156Mathur, S. and Singh, R., 2005. Antibiotic resis@ann food lactic acid
bacteria—a review Int. J. of Food Microbiol. 10812295.

157 Mazurkiewicz, P., Sakamoto, K., Poelarends, G.nd. lkonings, W. N., 2005.
Multidrug Transporters in Lactic Acid Bacteria. NHReviews in Medicinal
Chemistry5, 173-181.

158 McMurry, L., Petrucci, R. E. and Lev§. B, 1980.Active efflux of tetracycline
encoded by four genetically different tetracycliresistance determinants in
Escherichia coliProc. Natl. Acad. Sci. USA&7,3974-3977.

159Medeiros, A. A., O'Brien, T. F., Rosenberg, E. YidaNikaido, H., 1987. Loss
of OmpC porin in a strain ofSalmonella typhimuriuncauses increased
resistance to cephalosporins during therapy. éctnDis. 156, 751-757.

160Midgley, M., 1986. The phosphonium ion efflux syst®f Escherichia coti
relationship to the ethidium efflux system and geéc studies. J. Gen.
Microbiol. 132, 3187-3193.

161 Mierau, I. and Kleerebezem, M., 2005. 10 yearshef misin-controlled gene
expression system (NICE) lractococcus lactisAppl. Microbiol. Biotechnol.
68, 705-717.

162Mine, T., Morita, Y., Kataoka, A., Mizushima, T. é@nlsuchiya, T.1999.
Expression inEscherichia coliof a new efflux pump, MexXY, from
Pseudomonas aeruginasantimicrob. Agents Chemother. 4815-417.

163Mitchell, B. A., Paulsen, I. T., Brown, M. H. andk@8ray, R. A., 1999.
Bioenergetics of the staphylococcal multidrug exparotein QacA:
identification of distinct binding sites for mondeat and divalent cations. J.
Biol. Chem. 2743541-3548.

164 Mofred), A., Baraka, D., Cadranel, J. F., LeMaitre, Kloeti, G. and Dumont, J.
L., 2000. Lactococcus garvieaesepticemia with liver abscess in an

immunosuppressed patient. Am. J. Med. 109, 513-514.

116



Literatura

165Morimyo, M., Hongo, E., Hama-Inaba, H. and Machida1992. Cloning and
characterization of thenvrC gene ofEscherichia coliK-12 which confers
resistance against methyl viologen toxicity. Nuclacids Res. 20, 3159-3165.

166Morita, Y., Kodama, K., Shiota, S., Mine, T., Kakao A., Mizushima, T. and
Tsuchiya, T.,1998. NorM, a putative multidrug efflux protein, &ibrio
parahaemolyticusand its homolog inEscherichia coli Antimicrob. Agents
Chemother. 421778-1782.

167Mulders, J. W. M., Boerrigter, 1. J., Rollema, H, Siezen, R. J. and de Vos, W.
M., 1991. Identification and characterization of taAntibiotic nisin Z, a natural
nisin variant. Eur. J. Biochem. 201, 581-584.

168Nakai, K. and Horton, P., 199®SORT: a program for detecting the sorting
signals of proteins and predicting their subcetlulacalization. Trends.
Biochem. Sci. 24, 34-35.

169Nakamura, H.1965. Gene-controlled resistance to acriflavine atiter basic
dyes inEscherichia coliJ. Bacteriol. 90, 8-14.

170Nakamura, H., 1968. Genetic determination of rasst to acriflavine,
phenethyl alcohol, and sodium dodecyl sulfat&scherichia coli J. Bacteriol.
96, 987—-996.

171Naroditskaya, V., Schlosser, M. J., Fang, N. Y. hadis, K., 1993. ArE. coli
geneemrDis involved in adaptation to low energy shock. Biem. Biophys.
Res. Commun. 196, 803-809.

172Nes, I. F., Diep, D. B., Havarstein, L. S., Brugdpe¥. B., Eijsink, V. and Holo,
H., 1996. Biosynthesis of bacteriocins in lactiadabacteria. Antonie van
Leeuwenhoek 70, 113-128.

173Neyfakh, A. A.,1992. The multidrug efflux transporter Bicillus subtilisis a
structural and functional homolog of th8taphylococcusNorA protein.
Antimicrob. Agents Chemother. 3634—485.

174Neyfakh, A. A.,1997. Natural functions of bacterial multidrug tporters.
Trends Microbiol. 8309-313.

175Neyfakh, A. A., Bidnenko, V. E. and Chen, L. B.,919 Efflux-mediated
multidrug resistance iBacillus subtilis similarities and dissimilarities with the
mammalian system. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 8814A4785.

117



Literatura

176Ng, E. Y. W., Trucksis, M, and Hooper, D. A994. Quinolone resistance
mediated bynorA: physiologic characterization and relationshipflgB, a
quinolone resistance locus on tH&taphylococcus aureugshromosome.
Antimicrob. Agents Chemother. 38345-1355.

177Nikaido, H., 1994. Porins and specific diffusionaohels in bacterial outer
membranes. J. Biol. Chem. 269, 3905-3908.

178Nikolic, K., Ivkovi¢, B., BeSow, Z., Markovik, S. and Agbaba, D., 2009. A
validated enantiospecific method for determinatiand purity assay of
clopidogrel. Chirality 21(10), 878-885.

179Nilsen, I. W., Bakke, I., Vader, A., Olsvik, @. arfl-Gewely, M. R., 1996.
Isolation of cmr, a novelEscherichia colichloramphenicol resistance gene
encoding a putative efflux pump. J. Bacteriol. 13838-3193.

1800hki, R. and Murata, M.1997. bmr3 a third multidrug transporter gene of
Bacillus subtilis J. Bacteriol. 1791423-1427.

1810rla-Jensen, S., 1919. The lactic acid bacterianM&cad. Roy. Sci. Danemark,
Sect. sci., 8 ser., 5.

1820uwehand, A. C., Kirjavainen, P. V., Gronlund, Nolauri, M. and Salminen,
S. J., 1999. Adhesion of probiotic micro-organistosintestinal mucus. Int.
Dairy J. 9, 623—630.

183Pastor, M., Cruciani, G., McLay, I., Pickett, Sda@lementi, S., 2000. GRid-
INdependent. Descriptors (GRIND): A novel classabgnment-independent
three-dimensional molecular descriptors. J. Mecker@m3, 3233-3243.

184 Paulsen, I. T. and Skurray, R. A., 1993. Topologiyucture and evolution of
two families of proteins involved in antibiotic arghtiseptic resistance in
eukaryotes and prokaryotes-an analysis. Gene 24, 1

185Paulsen, I. T., 2003. Multidrug efflux pumps andgisgance: regulation and
evolution. Curr. Opin. Microbiol. 6, 446-451.

186Paulsen, I. T., Brown, M. H. and Skurray, R. A.968. Proton-dependent
multidrug efflux systems. Microbiol. Rev. 60, 5798

187Paulsen, I. T., Brown, M. H. and Skurray, R. A.988. Characterization of the
earliest knownStaphylococcus aureyslasmid encoding a multidrug efflux
system. J. Bacteriol. 180, 3477-3479.

118



Literatura

188Paulsen, I. T., Brown, M. H., Littlejohn, T. G., tdhell, B. A. and Skurray, R.
A., 1996b. Multidrug resistance proteins QacA arat®fromStaphylococcus
aureus membrane topology and identification of residum®lved in substrate
specificity. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 3630336

189Paulsen, I. T., Littlejohn, T. G., Radstrom, P.,n&strom, L., Skold, O.,
Swedberg, G. and Skurray., R. AL993. The 39 conserved segment of
integronscontains a gene associated with multideagtance to antiseptics and
disinfectants. Antimicrob. Agents Chemother. 3717868.

190Paulsen, I. T., Skurray, R. A., Tam, R., SaierHMJr., Turner, R. J.,. Wiener, J.
H., Goldberg, E. B. and Grinius, L. 11996c. The SMR family: a novel family
of multidrug efflux proteins involved with the aift of lipophilic drugs. Mol.
Microbiol. 19, 1167-1175.

191 Paulsen, I. T., Sliwinski, M. K. and Saier, M. H.,1998b. Microbial genome
analyses: global comparisons of transport capegslibased on phylogenies,
bioenergetics and substrate specificities. J. Hll. 277, 573-592.

192Pavan, S., Hols, P., Delcour, J., Geoffroy, M. Grangette, C., Kleerebezem,
M., et al 2000. Adaptation of the nisin-controllekpression system in
Lactobacillus plantaruma tool to study in vivo biological effects. Appl.
Environ. Microbiol. 66, 4427-32.

193Pérez A., Poza, M., Fernandez, A., Del Carmen keley M., Mallo, S.,
Merino, M., Rumbo-Feal, S., Cabral, M. P. and BBu, 2012. Involvement of
the AcrAB-TolC Efflux Pump in the Resistance, Fgagand Virulence of
Enterobacter cloacaéAntimicrob. Agents Chemother. 56(4): 2084—2090.

194 Perez Elortondo, F. J., Aldamiz Echobarria, P.i#\lbM. and Barcina, Y., 1999.
Indigenous lactic acid bacteria in Idiazabal ewedk cheese. Int. Dairy J. 8,
725-732.

195Perreten, V., Schwarz, F. V., Teuber, M., Levy, .SB01. Mdt(A), a new
efflux protein conferring multiple antibiotic retasce inLactococcus lactis
andEscherichia coli Antimicrob. Agents Chemother. 45, 1109-1114.

196 Perreten, V., Schwarz, F., Cresta, L., Boeglin, Dasen, G. and Teuber, M.,
1997. Antibiotic resistance spread in food. Na@86, 801-802.

119



Literatura

197Poelarends, G. J., Mazurkiewicz, P. and Konings, NY. 2002. Multidrug
transporters and antibiotic resistancéattococcus lacti®iochim. et Biophys.
Acta 1555, 1 - 7.

198Poole, K., Heinrichs, D. E. and Neshat, S., 1998mlning and sequence
analysis of an EnvCD homologue Rseudomonas aeruginasaegulation by
iron and possible involvement in the secretionhaf siderophore pyoverdine.
Mol. Microbiol. 10,529-544.

199Poole, K., Krebes, K., McNally, C. and Neshat, 93b. Multiple antibiotic
resistance ifPseudomonas aeruginasavidence for involvement of an efflux
operon. J. Bacteriol. 173363—-7372.

200Poolman, B. and Konings, W. N. 1988. Relation afvgh of Streptococcus
lactis and Streptococcus cremoris to amino acigspart. J. Bacteriol. 170(2),
700-707.

201Prendergast, F. G., Haugland, R. P. and Callahan,J.P 1981. 1-[4-
(Trimethylamino)phenyl]-6-phenylhexa-1,3,5-trien&ynthesis, fluorescence
properties, and use as a fluorescence probe df bifgyers. BiochemistrgO,
7333-7338

202Purewal., A. S., 1991. Nucleotide sequence of theliem efflux gene from
Escherichia coliFEMS Microbiol. Lett. 82, 229-232.

203Putman, M., van Veen, H. W. and Konings, W. N., R0@olecular properties
of bacterial multidrug transporters. Microbiol. M&iol. Rev. 64, 672—693.

204Putman, M., van Veen, H. W., Poolman, B. and Kosjngv/. N. 1999.
Restrictive use of detergents in the functionabnstitution of the secondary
multidrug transporter LmrP. Biochemistry 3802-1008.

205Putman, M., van Veen, H.W., Degener, J.E., and igs)i W.N., 2001. The
lactococcal secondary multidrug transporter Lmrhfexs resistance to
lincosamides, macrolides, streptogramins and tgthiames. Microbiology 147,
2873-2880.

206 Rademaker, J. L., Herbet, H., Starrenburg, M. dseX, S. M., Gevers, D., Kelly,
W. J., Hugenholtz, J., Swings, J. and van Hylckawag, J. E., 2007.
Diversity analysis of dairy and nondaibactococcus lactissolates, using a

120



Literatura

novelmultilocus sequence analysis scheme and (GPGJR fingerprinting.
Appl. Environ. Microbiol. 73, 7128-7137.

207Rallu, F., Gruss, A. and Maguin, EL1996. Lactococcus lactisand stress.
Antonie van Leeuwenhoek 70, 243-251.

208Rasmussen, B. A. and Bush, K., 1997. Carbapenemslyythg p-lactamases.
Antimicrob. Agents Chemoter. 41, 223-232.

209Raviv, Y., Pollard, H. B., Bruggemann, E. P., Pastaand Gottesman, M. M.
1990. Photosensitized labeling of a functional idulig transporter in living
drug-resistant tumor cells. J. Biol. Chem. 28%7/5-3980.

210Reeve, E. C. and Suttie, D. R., 1968. Chromosommedtion of a mutation
causing chloramphenicol resistancebscherichia coliK 12. Genet. Res. 11,
97-104.

211Rigoulay, C., Poquet, I., Madsen, S. M. and GrAss2004. Expression of the
Staphylococcus aureusurface proteins Htra(l) and Htra(2) liactococcus
lactis. FEMS Microbiol. Lett. 237, 279-288.

212Rodriguez, J. M., Martinez, M. I. and Kok, J., 206Zdiocin PA-1, a wide-
spectrum bacteriocin from lactic acid bacteriat.(Riev. Food Sci. Nutr. 42,
91-121.

213Roissart, H. and Luquet F. M., 1994. Bactériesidaets: aspects fondamentaux
et technologiques. Uriage, Lorica, France, 1, p. 88BN 2 9507477 0O 1.

214Rouch, D. A., Cram, D. S., DiBerardino, D., Litdén, T. G. and Skurray, R.
A., 1990. Efflux-mediated antiseptic resistance gemg@cA from
Staphylococcus aureuscommon ancestry with tetracycline- and sugar-
transport proteins. Mol. Microbiol. £2051-2062.

215Ryckaert, J. P., Ciccotti, G. and Berendsen, i&€.,J1977. Numerical integration
of the cartesian equations of motion of a systemh wonstraints: Molecular
dynamics of n-alkanes. J. Comput. Phys. 23, 327-341

216Sanchez, L., Pan, W., Viiias, M. and Nikaido, ¥297. TheacrAB homolog of
Haemophilus influenzaeodes for a functional multidrug efflux pump. J.
Bacteriol. 1796855—6857.

217 Saier, M. H. Jr., 2000. A functional-phylogenetitassification system for

transmembrane solute transporters. Microbiol. \Bol. Rev. 64, 354-411.

121



Literatura

218Sakala, R. M., Hayashidani, H., Kato, Y., Kaneu¢hi,and Ogawa, M., 2002.
Isolation and characterization @fctococcus pisciunstrains from vacuum-
packaged refrigerated beef J. Appl. Microbiol. 923-179.

219Sakamoto, K., Margolles, A., van Veen, H. W. anchiRgs, W.N., 2001. Hop
resistance in the beer spoilage bacterluamtobacillus breviss mediated by
the ATP-binding cassette multidrug transporter HaiABacteriol. 183, 5371-
5375.

220Salama, M. S., Musafija-Jeknic, T., Sandine, Wamid Giovannoni, S. J., 1995.
An ecological study of lactic acid bacteria: ismat of new strains of
LactococcusncludingLactococcus lactisubspeciesremoris J. Dairy Sci. 78,
1004-1017.

221Salminen, S., vonWright, A., Morelli, L., MarteaR,, Brassart, D., de Vos, W.
M., Fondén, R., Saxelin, M., Collins, K., Mogenséh, Birkeland, S. E. and
Mattila-Sandholm, T., 1998. Demonstration of safatyprobiotics — a review.
Int. J. Food Microbiol. 44, 93-106.

222 Salyers, A. A., Gupta, A. and Wang, Y., 2004. Huniatestinal bacteria as
reservoirs for antibiotics resistance genes. TreMisobiol. 12, 412-416.
223Sambrook, J., Fritsch, E. F. and Maniatis, T., 19B®lecular cloning: a
laboratorymanual, 2nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory Rr€séd Spring

Harbor, New York.

224 Sami, M., Yamahita, H., Hirono, T., Kadokura, Hitdfnoto, K., Yoda, K. and
Yamasaki, M., 1997. Hop-resistahfactobacillus breviscontains a novel
plasmid harboring a multidrug resistance-like gehd=erment. Bioen@4, 1—
6.

225Sanchez, L., Pan, W., Vinas, M. and Nikaido, H.7.9BheacrAB homolog of
Haemophilus influenzaeodes for a functional multidrug efflux pump. J.
Bacteriol. 1796855—-6857.

226 Sanders, J. W., Leenhouts, K., Burghoorn, J., BBahdR., Venema, G. and Kok,
J.,1998. A chloride-inducible acid resistance mechanisLactococcus lactis
and its regulation. Mol. Microbiol. 27, 299-310.

227 Sandine, W. E., Radich, P. C. and Elliker, P. R72l Ecology of the lactic
streptococci. A review. J. Milk Food Technol. 3361184.

122



Literatura

228Sasatsu, M., Shima, K., Shibata, Y. and Kono, M89l Nucleotide sequence of
a gene that encodes resistance to ethidium brofrddea transferable plasmid
in Staphylococcus aureuBlucleic Acids Res. 17, 10103.

229Schleifer, K. H. and Kilpper-Balz, R., 1984. Tragrsbf Streptococcus faecalis
and Streptococcus faeciunto the genusEnterococcusnom. rev. as
Enterococcus faecalisomb. nov. AndEnterococcus faeciuwomb.nov. Int. J.
Syst. Bacteriol. 34, 31-34.

230Schleifer, K. H. and Kilpper-Balz, R., 1987. Molémuand chemotaxonomic
approaches to the classification of streptocaseierococci and lactococci: a
review. Syst. Appl. Microbiol. 10, 1-19.

231Schleifer, K. H. and Ludwig, W., 1995. Phylogenytbé genud.actobacillus
and related genera. System. Appl. Microbial. 18,-467.

232 Schleifer, K. H., Krdua, J., Dvorak, C., KilpperiBaR., Collins, M. D. and
Fischer, W., 1985. Transfer &treptococcus lactiand related streptococci to
the genud.actococcus.Syst. Appl. Microbial. 6, 181-195.

233Schneider, E. and Hunke, S., 1998. ATP-binding ettss(ABC) transport
systems: Functional and structural aspects of th&P-Aydrolysing
subunits/domains. FEMS Microbiol. Rev. 22, 1-20.

234Schneider, E., 2001. ABC transporters catalyzindbaaydrate uptake. Res.
Microbiol. 152, 303-310.

235Scott, K. P., 2002. The role of conjugative trarssp in spreading antibiotic
resistance between bacteria that inhabit the gatgstinal tract. Cell. Mol.
Life. Sci. 59, 2071-2082.

236Self, W. T., Grunden, A. M., Hasona, A. and Shanamug K. T., 2001.
Molybdate transport. Res. Microbiol. 152, 311-321.

237 Shackelford, G. and Karplus, K., 2007. Contact PRtemh using Mutual
Information and Neural Nets. Proteins: Structurgndtion and Bioinformatics
69(S8), 159-164.

238Sharom, F. J., DiDiodato, G., Yu, X. and Ashboutie,]. D.1995. Interaction
of the P-glycoprotein multidrug transporter withppdes and ionophores. J.
Biol. Chem. 27010334-10341.

123



Literatura

239Shaw, K. J., Rather, P. N., Hare, R. S. and Miltér,H., 1993. Molecular
genetics of aminoglycoside resistance genes andidamelationships of the
aminoglycoside-modifying enzymes. Microbiol. Rev, 538-163.

240Siezen, R. J., Bayjanov, J., Renckens, B., Welsy&h Hijum, S. A., Molenaar,
D. and van Hylckama Vlieg, J. E., 2010. Completaogee sequence of
Lactococcus lactisubsplactis KF147, a plant-associated lactic acid bacterium.
J. Bacteriol. 192, 2649-2650.

241Siezen, R. J., Starrenburg, M. J. C., BoekhorstRdnckens, B., Molenaar, D.
and van Hylckama Vlieg, J. E., 2008. Genome-scanotype-phenotype
matching of twaLactococcus lactissolates from plants identifies mechanisms
of adaptation to the plant niche. Appl. Environckdbiol. 74, 424—-436.

242 Silver, R. P., Prior, K., Nsalai, C. and Wright,R., 2001. ABC transporters and
the export of capsular polysaccharides from Gragatiee bacteria. Res.
Microbiol. 152, 357-364.

243Smit, G., Smit, B. A. and Engels, W. J., 2005. Blavformation by lactic acid
bacteria and biochemical flavour profiling of cheegroducts. FEMS
Microbiol. Rev. 29, 591-610.

244 Smith, C. A. and Rayment, 1., 1996. Active site pamsons highlight structural
similarities between myosin and other PloopproteBiophys. J. 70, 1590-
1602.

245Smith, P. K., Krohn, R. I., Hermanson, G. T., MallA. K., Gartner, F. H.,
Provenzano, M. D., Fujimoto, E. K., Goeke, N. Mls@, B. J. and Klenk, D.
C., 1985. Measurement of protein using bicinchanitid. Anal. Biochem.
150, 76-85.

246 Sonnhammer, E. L. L., von Heijne, G. and Krogh, 1298. A Hidden Markov
model for predicting transmembrane helices in protein secgeern: Proc.
Sixth Int. Conf. Intelligent Systems for MolecuBiology.

247 Sperandio, B., Polard, P., Ehrlich, D. S., RenaRlt,and Guédon, E., 2005.
Sulfur samino acid metabolism and its controLattococcus lacti$L1403. J.
Bacteriol. 187, 3762-3778.

248 Spratt, B. G., 1994. Resistance to antibiotics mtedi by target alterations.
Science 264, 388-393.

124



Literatura

249 Starrenburg, M. and Hugenholtz, 1991. Citrate fermentation Hyactococcus
andLeuconostospp. Appl. Environ. Microbiol. 57, 3535-3540.

250Stewart, J. J. P., 1989a. Optimization of pararsdtarsemiempirical methods I.
Method. J. Comput. Chem. 10, 209-220.

251 Stewart, J. J. P., 1989b. Optimization of paranseter semiempirical methods
[I. Applications. J. Comput. Chem. 10, 221-264.

252 Stiles, M. E. and Holzapfel, W. H., 1997. Lactiedabacteria of foods and their
current taxonomy. Int. J. Food Microbiol. 36, 1-29.

253Tailliez, P., Tremblay, J., Ehrlich, S. D. and CimpA., 1998. Molecular
diversity and relationship withihactococcus lactisas revealed by randomly
amplified polymorphic DNA (RAPD). Syst. Appl. Micbiol. 21, 530-538.

254 Takiff, H. E., Cimino, M., Musso, M. C., Weisbrod,, Martinez, R., Delgado,
M. B., Salazar, L., Bloom, B. R. and Jacobs, WJR.1996. Efflux pump of
the proton antiporter family confers low level floquinolone resistance in
Mycobacterium smegmatiBroc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 362—-366.

255Tal, N. and Schuldiner, S., 2009. A coordinatedvoek of transporters with
overlapping specificities provides a robust surlvstaategy. Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 106, 9051-9056.

256 Teixeira, L. M., Merquior, V. L., Vianni, M. C. E.Carvalho, M. G. S,,
Fracalanzza, S. E. L., Steigerwalt, A. G., BrenmerJ. and Facklam, R. R.,
1996. Phenotypic and genotypic characterizationatypical Lactococcus
garvieae strains isolated from water buffalos with subdali mastitis and
confirmation ofL. garvieaeas a senior subjective synonym Exfiterococcus
seriolicida Int. J. Syst. Bacteriol. 46, 664—668.

257 Tennent, J. M., Lyon, B. R., Midgley, M., Jones, Burewal, A. S. and Skurray,
R. A. 1989. Physical and biochemical characteratof the gacA gene
encoding antiseptic and disinfectant resistancé&taphylococcus aureus.
Gen. Microbiol. 135, 1-10.

258 Teuber, M., Gets, A. and Neve. H., 1991. The gdraggococcusin: Balows,
A., Truper, H.G., Dworkin, M., Harder, W. and Safde, K.H. (editors). The
Prokaryotes, Vol. Il. 2nd edition. Springer-Verlagew York, pp 1482-1501.

125



Literatura

259Tress, M. L., Jones, D. T. and Valenica, A., 20@&dicting reliable regions in
protein alignments from sequence profiles. J. \8abl. 330,705-718.

260Ubukata, K., Itoh, N. Y. and Konno, M. 1989. Clogiand expression of the
norA gene for fluoroquinolone resistance iStaphylococcus aureus
Antimicrob. Agents Chemother. 33, 1535-1539.

261Uren, J. R., 1987. Cystathioninglyase from Escherichia coli Methods
Enzymol. 143, 483-486.

262Vaara, M., 1992. Agents that increase the permigaboil the outer membrane.
Microbiol. Rev. 56, 395-411.

263van Kraaij, C., de Vos W. M., Siezen, R. J. and pgeus, O. P., 1999.
Lantibiotics: biosynthesis, mode of action and aggpions. Nat. Prod. Rep. 16,
575-587.

264van Veen, H. W., Callaghan, R., Soceneantu, L.diS&arA., Konings, W. N.
and Higgins, C. F., 1998. A bacterial antibiotisistance gene that
complements the human multidrug-resistance P-glgtem gene. Nature 391,
291-295.

265van Veen, H. W., Putman, M., Margolles, A., Sakam#ét. and Konings, W.N.,
1999. Structure-function analysis of multidrug sparters inLactococcus
lactis, Biochim. Biophys. Acta 1461, 201- 206.

266van Veen, H. W., Venema, K., Bolhuis, H., OussenkdKok, J., Poolman, B.,
Driessen, A. J. M. and Konings, W. N., 1996. Muliigl resistance mediated
by a bacterial homolog of the human drug transpdf@R1, Proc. Natl. Acad.
Sci. U. S. A. 93 10668- 10672.

267van Veen, H.W., Margolles, A., Muller, M., HigginS, F. and Konings,W. N.,
2000. The homodimeric ATP-binding cassette trartspor LmrA
mediatesmultidrug transport by an alternating twe-gwo-cylinder engine)
mechanism. EMBO 19, 2503-2514.

268Vendrell, D., Balcazar, J. L., Ruiz-Zarzuela, le 8las, I., Gironés, O. and
Muzquiz, J. L., 2006Lactococcus garvieam fish: A review. Comp. Immunol.
Microbiol. Infect. Dis. 29, 177-198.

126



Literatura

269Vos, P., Garrity, G., Jones, D., Krieg, N.R., LugwV., Rainey, F.A., Schleifer,
K.-H., Whitman, W.B. (Eds.), 2nd ed, 2009. Bergdyianual of Systematic
Bacteriology: Volume 3: The Firmicutes.SpringerwWNéork.

270Wagner, S., Baars, L., Ytterberg, A. J., Klussme#er Wagner, C. S., Nord, O.,
Nygren, P. A., van Wik, K. J., de Gier, J. W., Z00Consequences
ofmembrane protein overexpressiorEscherichia coli Mol. Cell. Proteomics
6, 1527-1550.

271Walther, C., Rossano, A., Thomann, A. and Perretén,2008. Antibiotic
resistance inLactococcus speciegBom bovine milk: Presence of a mutated
multidrug transporter mdt(A) gene in susceptib&etococcus garvieastrains.
Vet. Microbiol. 131, 348-357.

272Wass, M. N., Kelley, L. A., Sternberg, M. J. E.1P03DLigandSite: predicting
ligand-binding sites using similar structures. MuclAcids Research Vol. 38,
Web Server issue W469-W473, doi:10.1093/nar/gkq406

273Waters, C. M., Hirt, H., McCormick, J. K., SchlieteP. M., Wells, C. L. and
Dunny, G. M., 2004. An amino-terminal domain Bhterococcus faecalis
aggregation substance is required for aggregabiaaterial internalization by
epithelial cells and binding to lipoteichoic acMol. Microbiol. 52, 1159-1171.

274Wegmann, U., O'Connell-Motherway, M., Zomer, A.,i8uG., Shearman, C.,
Canchaya, C., Ventura, M., Goesmann, A., Gassonl. MKuipers, O. P., van
Sinderen, D. and Kok, J., 2007. Complete genomeesexp of the prototype
lactic acid bacteriunhactococcus lactisubspcremorisMG1363. J. Bacteriol.
189, 3256-3270.

275Weisblum, B., 1995. Erythromycin resistance by ribosome modification.
Antimicrob. Agents<Chemother39, 577-585.

276 Wells, J. M. and Mercenier, A., 2008. Mucosal delyw of therapeutic and
prophylactic molecules using lactic acid bacteNat. Rev. Microbiol. 6(5),
349-362.

277Wells, J. M., Robinson, L. M., Chamberlain, L. M¢hofield, M. and Le Page,
R. W., 1996. Lactic acid bacteria as vaccine dejiveehicles. Antonie
Leeuwenhoek.70, 317-330.

127



Literatura

278White, D. G., Goldman, J. D., Demple, B. and Le8y.B., 1997. Role of the
acrABlocus in organic solvent tolerance mediated by esgion ofnmarA sox$
or robAin Escherichia coliJ. Bacteriol. 179%122-6126.

279Wiener, E. B., Goldberg, and Grinius, L. L., 1996%e SMR family: a novel
family of multidrug efflux proteins involved withhe efflux of lipophilic drugs.
Mol. Microbiol. 19, 1167-1175.

280Williams, A. M., Fryer, J. L. and Collins, M. D.990. Lactococcus pisciurap.
nov. a newLactococcuspecies from salmonid fish. FEMS Microbial. Let8, 6
109-114.

281Witte, W., 1997. Impact of antibiotic use in aninfakding on resistance of
bacterial pathogens in humans. In: Chadwick, D. GQgode, J. (Eds.),
Antibiotic resistance: origins, evolution, seleatiand spread, Ciba Foundation
Symposium 207. Wiley, Chichester, pp. 61-75.

282Wold, S., Johansson, E. and Cocchi, M., 1993. 32 drug design, theory,
methods, and applications. H. Kubinyi Ed., ESCOMeBce Publishers:
Leiden, pp 523-550.

283Wood K. B., and Cluzel, P., 2012. Trade-offs betwdeaug toxicity and benefit
in the multi-antibiotic resistance system undedm@imal growth ofE. coli.
BMC Systems Biology 6, 48.

284Wood, H. F., Jacobs, K. and McCarty, M., 1955. @tveoccus lactis isolated
from apatient with subacute bacterial endocarditie. J. Med. 18, 345-347.

285Woodward, R. B.,1957Struktur und Biogenese der Makrolide: eine neuessda
von Naturstoffen. Angew Chef9, 50-58.

286Woolridge, D. P., Vasquez-Laslop, N., Markham, P, ®hevalier, M. S.,
Gerner, E. W. and Neyfakh, A. A1997. Efflux of the natural polyamine
spermidine facilitated by thBacillus subtilismultidrug transporter. Blt. J. Biol.
Chem. 2728864—-8866.

287Xue, Y., Yap, C. W,, Sun, L. Z., Cao, Z. W., WadgF. and Chen ,Y. Z., 2004.
Prediction of P-glycoprotein substrates by a suppector machine approach.
J. Chem. Inf. Comput. Sci4(4), 1497-505.

288Yamada, H., Kurose-Hamada, S., Fukuda, Y., Mitswgjath, Takahata, M.,
Minami, S., Watanabe, Y. and Narita, H., 1997. @lone susceptibility of

128



Literatura

norA-disrupted Staphylococcus aureufntimicrob. Agents Chemother. 41,
2308-2309.

289Yerushalmi, H., Lebendiker,M. and Schuldiner, 2296. Negative dominance
studies demonstrate the oligomeric structure of EEnar multidrug antiporter
from Escherichia coliJ. Biol. Chem. 271, 31044-31048.

290Yoshida, H., Bogaki, M., Nakamura, S., Ubukata, &d Konno, M.,1990.
Nucleotide sequence and characterization ofStamhylococcus aureus norA
gene, which confers resistance to quinolones. dtelfal. 172,6942-6949.

291Zaidi, A. H., Bakkes, P. J., Lubelski, J., Agustlan, H., Kuipers, O. P. and
Driessen, A. J. M.2008. The ABC-Type multidrug resistance transporter
LmrCD is responsible for an extrusion-based medmaruf bile acid resistance
in Lactococcus lactisl.Bacteriol.190, 7357—-7366.

292Zhou, X. X., Li, W. F., Ma G. X., and Pan Y. J.,08 The nisin-controlled gene
expression system: Construction, application andravements. Biotechnol.
Adv. 24, 285— 295.

129



Prilog

8. PRILOG: Spisak publikovanih radova i saopStenja

Publikovani radovi iz teze:

1. Brankica Filipic, Natasa Golic, Branko Jovcic, Maja Tolinacki, DeniC. Bay,
Raymond J. Turner, Jelena Antic-Stankovic, MilanjiKk@and Ljubisa Topisirovic
(2013): The cmbT gene encodes a novel major facilitator multidrugistance

transporter irLactococcus lactis. Research in Microbiology, Jan; 164(1): 46-342@)

2. Brankica Filipic, Branko Jovcic, Gordana Uzelac, Marija Miljkovidelena
Antic-Stankovic, Ljubisa Topisirovic and Natasa ©dR013): Over-expressed CmbT
multidrug resistance transporter improves the $gnef Lactococcus lactis. Genetika,
45(1): 197-206(M23)

3. Brankica Filipic, Katarina Nikolic, Slavica Filipic, Branko Jovcidanica
Agbaba, Jelena Antic Stankovic, Milan Kojic, NataSalic (2013): Identifying the
CmbT substrates specificity by using a quantitatsteucture-activity relationship
(QSAR) study. Journal of the Taiwan Institute of e@hcal Engineers, doi:
10.1016/}.jtice.2013.09.038M21)

Saopstenja na md@unarodnim nauénim skupovima Stampana u izvodu (M34) iz

teze:

1. B. Filipic, N. Golic, B. Jovcic, D. C. Bay, R. J. TurnerSlankovic, M. Kojic,
L. Topisirovic, Characterization of the CmbT potehtmultidrug resistance protein in
Lactococcus lactis, 4" FEMS Congress of European Microbiologist, Geneva,
Switzerland, 2011.

130



Prilog

Publikovani radovi iz nauéne oblasti:

1. Jovanka Luki, Ivana Strahirdi, Branko Jovai, Brankica Filipi ¢, LjubiSa
Topisirovié, Milan Koji¢ and Jelena Begavi(2012): Different roles of lactococcal
aggregatiorfactor and mucin binding protein in adhesion totigastestinal mucosa.
Applied and environmental microbiology, 78(22): 398000.

2. Gorana Veinovic,Brankica Filipic and Jelena Stankovic (2013): Isolation,
cultivation, and in vitro susceptibility testing ®&orrelia burgdorferi sensu lato: a

review. Archives of Biological Sciences, 65(2): 5387.

Saopstenja ha md@unarodnim nauénim skupovima Stampana u izvodu (M34) iz

nauéne oblasti:

1. B. Filipié, B. Ivkovié, 1. Cirkovi¢, J. Antié-Stankové, M. Milenkovig,
Ispitivanje antibakterijske aktivnosti novosintetisanih halkomdikromed, Beograd,
Srbija, 2008.

2. B. Filipic, M. Nikolic, M. Tolinacki, K. Veljovic, N. Golic, M.Kojic, Analyses
of the genes responsible for the synthesis of cappolysaccharides ihactobacillus
paracasel subsp.paracasel BGSJ2-8, 7th Balkan Congress of Microbiology, Batlg,
Serbia, 2011.

3. M. Nikolic, M. Tolinacki, M. Miljkovic, B. Filipic, J. Stankovic, J. Lukic, J.
Begovic, A. Terzic-Vidojevic, M. Kojic, N. Golic ahL. Topisirovic, Study of the
probiotic potential of lactobacilli natural isolatéhrough the analysis of adhesion ability
to Caco-2 intestinal epithelial cell line, 6th CahtEuropean Congress on Food, Novi
Sad, Serbia, 2012.

131



Biografija

9. BIOGRAFIJA

Brankica Filipt je raiena 02.11.1982. u Loznici. Diplomirala je 2007. ipedha
Farmaceutskom fakultetu, Univerziteta u Beogradypse&nom ocenom 9,03. Iste
godine je upisala doktorske akademske studije mm&@eutskom fakultetu iz oblasti
Farmaceutske mikobiologije. Od februara 2008. gediaposlena je kao saradnik na
Katedri za mikrobiologiju i imunologiju, a 2009. djoe izabrana je u zvanje asistenta
za uzu naénu oblastMikrobiologija sa imunologijom i imunohemijom.

Eksperimentalni deo doktorske disertacije uradie ¢ Laboratoriji za
molekularnu genetiku industrijskin mikroorganizanrestituta za molekularnu genetiku
I genettko inzenjerstvo, Univerziteta u Beogradu. Autorij&oautor 5 objavljenih
radova ucasopisima m@&unarodnog znsja, kao i 4 saopStenja sa tiain skupova.
Saradnik je na projektu osnovnih istrazivanja kbjensira Ministarstvo prosvete,
nauke i tehnoloSkog razvoja Republike Srbije (njekta: 173019). U cilju stimog
usavrSavanja boravila je na Katedri za bioloSkekeawniverziteta u Kalgariju,
Kalgari, Alberta, KanadaClan je UdruZenja mikrobiologa Srbije.

132



Mpwunor 1.

U3sjaBa o0 ayTopcTBY

MoTtnucanun-a _ BpaHkuua B. dununuh

6poj ynuca 41/08

UsjaBrbyjem

[la je AOKTOpCKa AucepTauuja nog HacnoBoM

,PYHKUMOHANHA Kapaktepu3auuja CmbT TpaHcnoprepa oparoBopHor 3a
BULUECTPYKE pe3UCTeHLMUje Ha CTPYKTYpHO pasfnuuyuTte cyrncrpate y cojy
Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363“

Y Beorpagy, _15.10.2013.

pe3ynTtaTt CoOnCTBEHOr UCTpaXKnBavkor paaa,

[a npeanoxeHa gucepraumja y UeNuHU HU y Aenosuma Huje buna npeanoxeHa
3a pobujakbe Ouno kKoje gunnome npema CTyaMjCKUM nporpamuma apyrux
BMCOKOLLKOJICKMX YCTaHOBA,

Aa cy pe3ynTaTv KOPEKTHO HaBEAEHU U

[Aa HUCaM KpluMo/na ayTopcka MnpaBa M KOPUCTMO WHTENeEKTyarHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTnuc pokTtopaHTa

KE:\')OC\'\KLUL\LB a CBIDLLJ\,LLL&J[



Mpwunor 2.

MN3jaBa O MICTOBETHOCTU LUITaMMaHe U eJIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Nme v npesume aytopa BbpaHkuua B. dununuh

Bpoj ynnca 41/08

Ctyaujckv nporpam ®dapmaueytcka Mukpobuonoruvja

Hacnos paga ,,®yHKUMOHanHa kapakrepusauuja CmbT TpaHcnopTepa
OAroBOPHOr 3a BULIECTPYKe pe3ucTeHuuje Ha CTPYKTYPHO pasnuuuTte cyncrpare
y cojy Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363*

MenTopu: ap JeneHa AHTuh-CtaHkoBuh, BaHpeaHu npoecop, YHUBEPIUTET Y
Beorpagy - ®apmaueyTcku akynrert

ap Hatawa Fonuh, HayYHu caBeTHUK, YHuBep3uTeT y beorpaay —
WNHCTUTYT 3a MONeKynapHy reHeTuKy U reHeTUYKO UHXEHEPCTBO

MoTnucanun BpaHkuua B. dununuh

W3jaBrbyjeM [a je WwramnaHa Bepauja Mor AOKTOPCKOr paja MCTOBETHA eneKTPOHCKO)]
Bepauju Kkojy cam npefjao/na 3a objasrbmeawe Ha rnoptany [AururanHor
peno3uTtopujyma YHuBep3uteta y beorpaay.

[losBorbaBaM aa ce objaBe MOjU NWMYHM MNodaun BesaHu 3a Oobujarbe akagemckor
3Batba AOKTOPA HayKka, Kao LUTO Cy UMe W Npe3ume, roguHa u Mecto pohewa u fatym
onbpaHe paga.

OBM NWYHM nogauM Mory ce 00jaBUTU Ha MpeXHUM CcTpaHuuama aurutanHe
BrubnmoTeke, y eneKTPoOHCKOM kaTanory 1y nybnvkaumjama YHusepauteTa y beorpagy.

MoTnuc gokrTopaHTa

Y Beorpagy, _15.10.2013.

/@\Faw;u\a\)a C\‘Qu A




Mpunor 3.

UsjaBa o kopulihekwy

Osnawhyjem YHusep3auTetcky 6ubnuoteky ,CBeTosap Mapkosuh® ga y [durutanyu
perno3uTopujym YHueepsuteTta y beorpagy yHece MOjy LOKTOPCKY AucepTaumjy noa
HacnoBoOM:

,PYHKUMOHanNHa kapakTepusauuja CmbT TpaHcnopTepa OAroBOpHOr 33
BUIIECTPYKE pe3UCTeHLUMje Ha CTPYKTYpHO pasnuuute cyncrparte Yy cojy
Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363* koja je Moje ayTopcko Aero.

[vicepTauujy ca CBUM Npunosmma npegao/na cam y enekTpoHCKom dopmaty norogHom
3a TpajHO apxvBUpareE.

Mojy AOKTOpPCKy AucepTauujy noxpaweHy y AurntanHu penosunTopujym YHusepsuteTa
y Beorpagy Mory fa KopucTe CBU KOju MOLLTYjy oapenbe cappxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeaTtusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce opny4yuo/na.

1. AyTopcTBo

2. AyTOpPCTBO - HEKOMEPLMjanHo
@ AyTOpCTBO — HekomepLmjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HeKoMepLuujanHo — AennTu NoA UCTUM ycnosrma
5. AytopcTBo — 6e3 npepage

6. AyTopCcTBO — [AENUTU NoA UCTUM ycrioBrMa

(MonMmo Aa 3a0KpyXWTe camo jedHy of LecT noHyheHux nuueHUKn, KpaTak onuc
NULEHUM AaT je Ha nonefuHu nucTa).

MoTnuc goKTOopaHTa

Y Beorpagy, _15.10.2013.
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