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Jlucepmauuonxusim mpyg cbgbpka 152 cmangapmsu  MawuHONUCHU
cmpanugu ocaoBen mekem, 58 ¢ueypu u 15 mabauuu. Bubauozpadusma e
npegcmaBena om 318 3azaabus, om koumo 39 Ha kupusuua u 279 na AamuHuua.

JlucepmauuonHusm mpyge o6Cbgen 1 HACOEH 3a 3auuma Ha pas’wuupeHo
3aceganue Ha kamegpama no O6wa u npomuwaena Mmukpobuoaozus koM

. Buoaoeuuecku dakyamem na CV “ CB. Kaumenm Oxpugcku”

3amumama Ha gucepmayuoHHusd mpyg we ce Cbemou Ha 07.07.1997 om 14
h B 3acegameAnama 3asa Ha HauuonaaHus ueHmMbp NO 3apasHu U NapasumHu
6oaecmu, Codust, 6ya. 5. Cakb3oB N°26.

Mamepuasume no 3awumama ca Ha pasnoaokenue B kanueaapusima Ha
¢vBema - HU3IIB, “Hayuen omgea”, 6ya. 5. Cakwb3oB N”26..
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YB8og

Cmpenmomuuemume kamo munuynu noyBenu MukpoopzaHusMu ce Hamupam nog
Bb3geiicmBuemo Ha npoMeHnsiwama ce cbBkynHocm om MexaHuuHu, ¢uU3UYHU, XUMUYHU U
6uosozuynu  ¢akmopu Ha cpegama. 3a ga Mozam ga cbuiecmByBam npu mesu,
HenpekbcHamo npoMenstu ce  ycaoBusi, me mpsi6Ba ga ca B cbcmosinue ga ynpaBasBam
caokHume GuocunmemuuyHu npouecu u ga HacouBam agekBamno paGomama Ha
memaboaumnusi cu anapam. ToBa ce ocvuwiecmBsBa upes nacaegcmBeno 3akpenenu,
caokuu u PuHo HaaaHcupaHu, pe2yaAamopHU MeXaHu3Mu, ocuzypsiBawu ukoHomMuuHOCM U
Bucoka cmenen na koopgunauyust Ha MemaGoAumMHUME NPOUECU.

Peakuuume Ha nbpBuunuss MemaGoaussbM, ugenmuuHu 3a Bcuuku kuBu cewecmBa,
npomuyam ¢ Bucoka cneuuduunocm u obesneuaBam kaemkama c neobxogumume
fuocusmemuyHu Meguamopu, eHepausi u cbuwecmBenu Makpomoaekyau kamo JTHK, PHK,
NpOmMeEuHy, Aunugu, noAusaxapugu u gp.

Hskou makconoMuynu epynu  MeXkgy koumo u cmpenmomuuemume , usnoasBaiiku
€guH UAU gpy2 Om OCHOBHUmME €eH3uUMU UAU CneyuaAHu CuHmemasu, ca cnocobxu ga
cudmesupam cneyuduuHu Memaboaumu ¢ HeoGuuaiiHa XumMuuHa cmpykmypa HapeueHu-
Bmopuuynu Memaboaumu. MHo20o om msix ca npouzBogHu Ha MezkguHHu Memabosumu om
UeHmpasHume nbmuwa Ha nbpBuunus MemaboauzbM. Bmopuunume MemabGoaumu ce
CUHMe3Upam npu 20ASMO pas3Hoobpa3zue Ha GuocunmemuyHume nbmuwa, koumo ce
pezyaupam no komnaekcen nauyud. AkmuBupanemo Ha onpegeaeH nem ce Bause om
npupogama u koHuenmpauusima Ha BveaepogHume, aszomHume u ¢ocpamHume
u3smOYHUUU, npu onpegeaeHu ycaoBusi Ha xpaHumeaeHn pexkuM. Tosu mun konmpoa e
Bucoko cneuuduuen 3a Beeku wam u gazke 3a Beeku npogyuupan Bmopuuen Mema6oAum.

CvwecmByBam MHo20 HesicHomu omHOcHO B3aumogeiicmBuemo Mexkgy nbpBuuen u
Bmopuuen MemaboAusbM U MexaHusMume Ha AokaaHa u 2ao00aaHa pezyaauusl.
I'aobasnume peeyaamopHu cucmeMu ca mesu, koumo nomeHuuasHo konmpoaupam
Hayaaomo Ha Bmopuuynus MemaGoausbM Ha 6azama cbhuiecmByBawomo BzaumogeilicmBue
MeXkgy ycaoBusma Ha cpegama u npogyuenma Ha Guoaozuuno akmuBuu BewecmBa.
Hauunbm no koiimo uadopmauusima ( XpanumeaHa uAu ¢ gpyz2a npupoga ) ce npeBekga
kbM pezyaamopHume =2eHu, uuumo npogykmu akmuBupam cvomBemnume
6uocunmemuuHu 2eHu, € Bce owe HeuzBecmen. Caabo ca. npoyueHu eH3uMume u
peaysauusama Ha MemaboausMa Ha 2alokozama npu akmunoMuuemume, B moBa uucao u
cmpenmoMugemume. '

CpaBnumeanomo usyuaBane Ha S. albogriseolus 444 u Ha ne2oBus HuckonpogykmuBen
Bapuanm, upe3 uscaegBane Ha nskou acnekmu Ha nbpBuunus Mema6GoAuzbM u no-
cnequasHo akmuBupanemo Ha ensumu, ywacmBawu 8 kamaboausupanemo Ha 3axapu,
eHepzemuyHus  MemaboAuzbM B cpbuemanue ¢ gudepeHuuauusma  Ha
cmpenmoMuuemnama kaemka, 6u Moz2a0 ga gonpunece 3a ugenmudukauusima Ha OH3U
XunomemudeH cuenas, omeoBopen 3a nbpBonauasanomo BkalouBane na Bmopuunus
MemaboAuzbM.

ITea u 3agauu

TToznaBanemo Ha BsaumogeiicmBuemo Mexkgy nbpBuunus u Bmopuunus
MemaGoAuzbM npu MukpoopzaiusMume - npogyuesmu Ha 6uosczuunu BewecmBa, koemo
e ocroBa 3a paskpuBane pezyaamopHUme MEXaHU3MU Ha npouecume Ha gudeperyuauus u
cuimesa Ha Bmopuunu MemaGoAumu onpegeAs UeAma Ha HACMOAWUSA guCEpmMAauuOHEH
mpyg: ga ce npoysam pasaudnu acnekmu om nbpBuynus MemaGoAusbM Ha S.
albogriseolus 444 u nezoBus nuckonpogykmuBen Bapuanm.

3a nocmuzanemo Ha HabeAsi3anama uea 6sxa nocmaBenu caegnume 3agavu:

1. CpaBuumeano usyuaBane Ha ensumu, ysacmBawyu B ocHoBru MemaGosumuu
nemuwa ( ITem na Em6gen-Maiiepxop-TTapuac, Tlenmozo-pocdamuust uuksa, Hukea
na mpuKap6onoBume kuceaunu), npu S. albogriseolus 444 u nezoBust HuckonpogykmuBen
Ba;;uaum. 4 )

2. UscaegBane na ensuma HAJI kunasa, kamo kalouoB ensum koopguﬂupalix,
ocnoBuume kama6oaumsu u anaboaumnu npouecu npu S. albogriseolus 444.

3. VzoAupane na mMem6pannocBupsana AT(Pasa om wiama - npogyuenm u nezoBus
nuckonpogykmuBen Bapuanm u usyyaBane ywacmuemo u B enepzoobGesneuaBanemo u
nogbpkanemo xoMeocmasa Ha kaemkama.

4. MzyuaBane na cunmesama Ha eKCMpaueAyAapHU NPOMEOAUMUYHU eH3uMu om S.
albogriseolus 444 u nezoBust nuckonpogykmuBen Bapuanm 8 npoueca sa pasBumuemo um B
meusu u mBbpgu XpaHUMEAHU CpPegu u poAsma Ha mesu ensumu B gudepenyuayusima nHa
wamoBeme.

5. 3nauenuemo Ha kaayueBume iionu kamo epekmop Ha dusuorozuunusg omzoBop B
cmpenmoMuuemnama kaemka.

6. W3caegBane Bausnuemo na cobemBenonpogyuupanus anmubuomuk Bobpxy
pacmexka, gupepenuuanusima u MemaGosumsama akmuBrocm na S. albogriseolus 444 u

nez20Bust nuckonpogykmuBen Bapuanm.




Mamepuaau u Memogu

1. Mukpoopzanu3smu u ycaoBus 3a kyamuBupane

1.1. Mukpoopzanu3mu :

O6ekm na uscaegBane e wam Streptomyces albogriseolus 444 (TogopoB u gp., 1981). u
nez0B nuckonpogykmuBen Bapuanm Streptomyces albogriseolus 444-0 (AnmonoBa u gp.,
1986), npegocmaBenu om koaekuusma na kamegpama no “OGwa u npomuuiseHa
mukpoGuoaozus”. TIpogyuenm e Ha anmubuomuuen komnaeke c wupok anmumukpoben
cnekmbp (TogopoB u gp., 1981), B cbecmaBa na kolimo ca onpegeaenu mpu koMnonenma -
noauemepeH, noauenoB u makpoaugen. Vumepec npegcmaBasBa npomuBoBupycnomo
geiicmBue na noauemepHusi komnonenm (A-444, nangaBup, Huzepuyud), koilimo
npumexkaBa tionopopHu cBoiicmBa.

1.2. Tecm kyamypa - AnmuGuomuysomo geiicmBue 6e usnumBano cpewy mecm -
Bacillus subtilis ATCC 6633.

1.3. Xpanumeanu cpegu:

- Tloggvpkanemo na cmpenmoMuyemuume wamoBe -Munepaasa cpega 1no Iayse

- TloayuaBane Ha gba6ouunau cnopu - cpega FM (Ochi, 1987).

- TloayuaBane na Bwagywnu cnopu - cpegu ISP, , Munepasna cpega 1noI'ayse

- KyamuBupane na mecm -kyamypa B. subtilis ATCC 6633 -xpaHumeaHa cpega CbC
caegaus cbemaB (g/l): KH,PO, - 0.45, K,HPO, - 0.64, mecen ekcmpakm - 2.5, 2aloko3a-10,
azap-1; pH-6.9 -7.2

- [MoayuaBane na npomonaacmu- xpasumeaa cpega YEME (Hopwood et al., 1985).

- II'vaGouunno kyamuBupane - B xpanumeanu cpegu: Mogupuuupana Munepasna
cpega I no Tayse (c 2alokosa- 20 g/l) u cpega FM (Ochi, 1986).

1.4. YcaoBusa na kyamuBupane:

B 3aBucuMocm om ueama Ha uscaegBanusma wamoBeme 6sxa kyamuBupanu npu
28°C, Bopxy azapoBu cpegu - Munepaana cpega I no I'ayse, ISP, (B8 Bug na navmen
pacmek) u B meunu xpaHumeanu cpegu- FM, moguduuupana Munepasna cpega 1 no
.Tayse(c 2alokoza) u YEME, ¢ npogbakumeasocm cnopeg ueama Ha ekcnepumesmume.
IbaGouunnomo kyamuBupane na S. albogriseolus 444 u nezoBua nuckonpogykmuBen
Bapuanm 6e ocvbwecmBeno B EpaenmatiepoBu koabu ¢ Bmecmumocm 500 ml, cegopXKauu
100 ml om cbomBemnama cpega, Ha pomauuoHeH kaamaden anapam npu 220 o6/min, 8
ycaoBuama na B gBycmenenna ¢pepmenmauus. KoauuecmBomo na noceBrusi mamepuaa,
u3noa3Ban 3a unokyaupane Ha noceBnama cpega 6e 1% (cnopoBa cycnensus ¢ 2bcmoma Ha
cnopume 109/ml). KoauuecmBomo na unokyayma 3a nocsBane Ha ¢epMeHmayuoHHUme
cpegu 6e 5% (BezemamuBen Muuea).

1.4. ToayuaBane na cnopoBa cycnensus - no Mmemoga Ha(Hopwood et al., 1985).

1.5. YcaoBus na 2aagyBane: )

Muueabm na gobpe pazBuma 48 wacoBa kyamypa na gBama Bapuanma na wama 6e
npoMum gBykpamuo cbc cmepuaen Qusuosozuyen pasmBop u npexBvpaen 8 100 ml cpega
(Munepaana cpega 1 no I'ayze uau FM), cbgbpkawa cnopeg ueama Ha ekcnepumenma
CaCl, B paszauunu kouenmpauuu (1.5 ,5 u 30 mM) uau B 100 ml cpega FM, 6e3 egun om
caegnume koMnonenmu: nenmon, pocdam, 2alokosa. B nskou ekenepumenmu 6e goGaBsin
kbM depMenmayuoHHama cpega Huzepuuud, B pasauunu konuenmpauuu(1,5,10,50 u 100

pg/ml)

2. Memogu Ha u3caegBane

2.1. Buoxumuunu uscaegBanus

2.1.1.0npegeasine na akmuBnocmma enzumu om Bvzaepognus MemasoAusbM.

AkmuBrocmma uM e onpegeasina B gunamuka:

Masamgexugpozenaza (E.K.1.1.1.37)- cnekmpodomomempuuno npu 340 nm
(Bergmeyer&Bernet 1974), no yBeauuenuemo na onmuyeckama nabmuocm B pesyamam na
pegykuusima na HAJT B npucbcmBue na Masam;

[alokoso-6-pocam  gexugpozenasa  ([I-ealokoso-6-pocpam HAID  okcugo-
pegykmasa (EK1.1.1.49) - no Mmemoga na Kuby et al. (1966);

Aagoaaza(dpykmoso-1-6 gudocdam-II-2auuepasgexug-3-pocpamauasa,E.K.4.1.2.13)
-koaopumempuuHo upe3 usMepBane Ha aakaanosabuanus ¢pocdop Ha mpuozopochamume
(CeBepun & CoaoBeB, 1989),

IMupyBam kunasa (AT(:nupyBam-pochompancdepasza, EK 2.7.1.40)- cnekmpo-
¢domomempuuno npu 340 nM, ¢ 20moB mecm na pupmama Boeringer Mannheim GmbH

Cykuunam-genxugpozenasa (E.K. 1.3.99.1.) omuemena e koaopumempuuno, npu 420
nm cykuunam ¢epuuuanug-pegykmasnama akmuBrocm ( MunkoB , 1985).

3.1.2.MzyuaBane AT® cunmemasnus (AT(Dazen) komnaekc Ha Guosozuunume
mMemOpanu npu S. albogriseolus 444 u nezoBus nuckonpogykmuBen 8apuanm:

- U30aupane na‘memﬁpaﬂﬂa dpakuus:

OcbuiecmBeno e upes paspywaBane na Muuesa 8 0.32 M 3axaposa, ¢ noMowma Ha
kBapuoB nsicbk u eaekmpomexanuusa 6epkaska (4000 06/min), B pexkum om mpu uukbaa
no 15 min npu 0 -4°C u gBycmenenno, uesmpodyzupase npu 1000x g 3a 5 Mun u 5000x g 3a
20 mun.(Beckman JA-20) y

- PaspywaBane na cnopu - Ha yampasBykoB gesunmeepamop mun UD-20 (IToawa),
npu paGomna yecmoma 22 + 1.65 kHz, amnaumyga 2-10 pm u ekcnosuuusa 10 cekyngu,
(pabomen pezkum 10 nbmu x 10 cekyngu), na aegena Ganst (0 -4°C).

- Coaloduausupane na pakmop F,

3a uzoaupane Ha ensuma B8 pazamBopuma ¢popma e uznoazBan memoga Ha Pedersen et
al., (Pedersen et al., 1984) B mogudukauust (MunkoB, 1985).

-Onpegeasine na AT(Da3na akmuBuocm .

Obwama AT(Qa3na akmuBnocm Ha npomonaacmu, BezemamuBuu Muueau u cnopu,
noAyveHu npu pasauvnu ycaoBus Ha kyamuBupane, e onpegeasna no koausecmBomo na
omgeAeHus HeopzanuueHn ¢ocham ¢ Moguduuupan memog Ha Fiske & Subarow (no
MunkoB, 1986) u (uau) no noBuwaBanemo Ha konuesmpauusma na Bogopognume tionu B8
peakuuonnama cpega (Shange & Nishimura, 1967).

- IloayuaBane na npomonaacmu - no Memoga Ha Hopwood (Hopwood, et al.,1985) 8
mogudukauus na Heyen (Hayen, 1990)

2.1.3. Onpegeasne na HAJT* kunasna akmuBnocm.

HAJ* kunassa akmuBrocm BHa guaausupanu 6eskaembunu ekcmpakmu om
kyamypume B gunamuka uau B ekcnonenuuasna ¢asza Ha pacmek Oe onpegesena no
obpasyBanust HAJIQ B xoga na ensumnama peakuus npu 30°C, 8 1 ml peakuuonna cpega.
Pegyuupanemo na obpasyBanus HAIIQ 6e onpegeaenona cnekmpodpomoMempuyso npu
340 nm (KouemoB, 1971) B ensumna peakuyust npu yyacmuemo sa HAJIQ cnewuduuna

2alok030-6¢-gexugpozenasa (Serva) u us4ucAeH cb2AacHO GopMysama:
U= AA340 3.n

skbgemo:U-koausecmBomo HAJIMH,(nmol/h), n - paspexkgane
6.22 AAs4 - u3MeneHuemo na navmuocm npu 340 nm;
6.22 - pM ekcmunkyuonen koepuuuenm na HAIIQD.H,
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2.1.4. Onpegeasne Ha ekempaueAyAapiama npomeassa akmuBnocm
Onpegeasina 6e no Memoga na Kunitz (1946) npu cy6empam  kaseun (10 mg/ml).

Egna Kunitz egunuua ce gepunupa kamo koauuecmBomo ensum, koemo npu ycaoBuama
Ha npomuuase Ha peakuusima npegu3BukBa usMenenue na abcopbuusima paBuo na 0,001 .
Xugpoauzama Ha cunmemuunusi cyb6cmpam N-GeH30uA-ap2uHuH  p-HUMpPOaHUAUG
(BAITHA) Gewe onpegeasiHa upes cnekmpopomomempuuno usMepBane koauvecmBomo
Ha p-Humpoanaauga, ocBobokgaBan om nezo. Egna ensumsa egunuua ce gedpunupa kamo
1 pM p-sumpoanaaug, omgeses om 1 ml puampam om kyamypasnama meunocm 3a 1 min.

3. AHaAumuUYHU Memogu ‘
3.1.0npegeasne na konuenmpauusima na Ca®* iionu B kyamypasnama cpega
Konueampauusima na Ca“’B kyamypaanama cpega 6e onpegeasina koaopumempuiHo
¢ O-kpezoa-pmanseun u usuucasBauna 6 mmol/l no dopMyAsama:
A 5,3 npobama

Kaauuii (mmol/l) = ------emmmmcemnenennn x 2,50,
Ag;3 cmangapma

3.2. KoauuecmBeno onpegeanne na 2alokosa - no  Memoga na Dubois et al, (1956).

3.3. KoauuecmBeno onpegeasine Ha neopzanuunus gpocdam.- no memoga na Weil-
Malherbe ( 1951).

3.4. Onpegeanne na Bompekiemvunomo cbgbpkanue Ha AT@-  cnekmpodomo-
mempuuso npu 340 nm, ¢ 2zomoB mecm Ha Qupmama Boeringer Mannheim GmbH.
Beskaembunume ekcmpakmu 6sxa npegBapumeAno — genpomeuHusupahu ¢ 06 N
nepxaopHa kuceauna

3.5. Onpegeasine na Geamok - Beambusomo cbgbpeanue BuB duampamume om
kyamypassume meunocmu u B 6eskaembunume ekcmpakmu Oe onpegeasino no Memoga
na Lowry (Lowry, 1965), a B Mem6pannama dpakuust no memoga Ha Buypem (CeBepun &
ConoBeBa, 1989).

3.7. Asmu6uomuunama akmuBnocm

AnmuGuomuunama akmuBHocm Ba duampamu om kyamypasHa mevHocm Ha S.
albogriseolus 444 u na emanoanu ekcmpakmu om Muueau Ge onpegeaeHa no gudy3uonHus
Meimog .cpewy mecm-Mukpoopzanusem B. subtilis 6633 ATCC u uspassBana B mm
cmepuaHa 3082 uau B eg/ml no ma6auyama na JiMumpueBa (EeopoB, 1965).

3.8. lloauakpuaamugna zea eakmodopesa - SDS - PAGE 6e ocvwecmBena B 10%
akpuaaMugen 2ea, no Memoga Ha Laemly (1970).

3.9. Xpomomamozpadcku memogu

-Oxapakmepusupane Ha npomeosumuunus komnaekc, cunmesupan om S.
albogriseolus 444 - ¢ memogume Ha BucokoepekmuBrama meuna xpoMamozpadusa  npu
caegrume ycaoBus:

- zea - ¢uampauusi - koaona TSK 2000 SW (7,5 x 300) (Pharmacia LKB)(HPLC) ¢
eayupaw, 6ydep ¢ pH 6,5 (0.05 M Na,SO,, 0,02 M Na,HPO,)

-ionoobMenna xpomamozpadust - koaona Mono Q (FPLC) 6ydep - 0,025 M Tpuc-
HCI, pH 9 u 0,025 M Tpuc- HCL, pH 9 + 1M NaCl. TTpuaozken 6e suneen 2paguenm.

- Oxapakmepu3supane Ha MeMGOpannocBvpzana AT@®a3a om S. albogriseolus 444 -
200 pa Membpanna ¢ppakuust ca Hanecenu Ha koaona Superose TM-12 (pasmepu 0.5/300mm)
u ca ealoupanu ¢ gocdamen Gydep 0.05M, pH-7.4, npu ckopocm Ha nomoka-0.4 ml/min.
AkmuBnama gpakuus 6e npuaokena Bmopuuno na koaona MonoQ .

-MpeuucmBane na HAJ[* kunasa: no memoga Ha FPLC na koaosa “Shimadzu”
mogea LC 6A, mun TSK-6-3000SWG c pasmepu 21,5/600 mm u eayupaw, 6ydep Tpuc-HCI,
0.05M, pH=17.4.

PE3YATATU U OBCB2KJJAHE

A. En3uMu om obuiusa memaGoauszom Ha S. albogriseolus 444 u nezoBus
nuckonpogykmuBen 6apuanm

1.Bv2Aepogna oGMsHa u anmuGuomuyna cunmesa npu S. albogriseolus
444 u pezoBus nuckonpogykmuBen Bapuanm.

Kamo nbpBu eman B nawama paBoma 3a uscaegBane 6sxa nogbpanu nskou ensumu
om Bwzaepognus memaboausbM Ha S.albogriseolus 444, ysacmByBawu B pasauunume
kamaboaumau nemuwga: asgosasa (E.K.4.1.2.13) u nupyBamkunasza (E.K.2.7.1.40) om
nbmst Ha Emb6gen Maiiepxod ITapnac (EMII); cykuusam gexugpozenasa (CHX) -
(EK.13.99.1) u masamgexugpozedasa(MIIX)-(EK.1.1.1.38) om IITK; zalokozo-6(-
gexugpozenaza (I6GIX)-(EK.1.1.1.49) om IIQ nvm u ensumu, yuacmBawu B
eHepeuilnama o6msiHa Ha kaemkama. Pesyamamume ompassBawu gunamukama na
kama6oAumHume eH3uMu ca cbnocmaBenu ¢ mesu, noaydeHu npu HuckonpogykmuBuus
Bapuanm na wama, ombeasisan ycaoBuo kamo Streptomices albogriseolus 444-0.
AkmuBrocmma e npocaegena om 24 go 168 uac na kyamuBupanemo. ITapaseano e
omuemena HampynBanemo Ha Guomaca u cunmesama Ha anmubuomuk B kaemkama na
waMa-npogyuenm u B kyamypaanama cpega.

AkmuBnocmmé Ha eH3uMa aagoaaza cpaBHumeano caabo Bapupa no Bpeme na
kyamuBupanemo u nHa gBama uscaegBanu Bapuanma (¢pue.l). Kamo Baken ensum B
MemaboAuzMa, aagoaasama nposiBsBa omnocumeano cmabusna akmuBrnocm, gokamo
akmuBrocmma na 2aloko3o-6¢-gedugpozenazama napacmBa B npoueca na kyamuBupane,
¢ sicen nuk na 96 uac (¢ue.2). AkmuBaocmma na I'6pJIX ce 3ana3Ba Bucoka go 120 uac,
koemo cbBnaga cbc cmayuonapHama ¢asa u akmuBaama cuamesa Ha anmubuomuk.
AkmuBnocmma na Maaam gexugpoezenasama (MJX) u cykuunam gexugpozenaszama
(CIX) napacmBa noumu 2 nbmu B kpast na ekcnonenyuasnama dasa u ce sagbpska Bucoka
go 144 vac npu akmuBuust Bapuanm na wama. Ipu S.albogriseolus 444-0 ne ce nabalogaBam
omkaoHenust om ycmanoBenama Beue gunamukama na MIX (¢uz.3). ITpaBu Bneuemaenue
no-kbcao usaBaBamua ce makcumym na CIOX, npu nuckonpogykmuBrus Bapuanm u
3nayumeAHo no-nuckama CJIX akmuBaocm go 120uac om kyamuBupanemo my (dua. 4).

Ipu pasBumue na S.albogriseolus 444 B Munepaana cpega I no I'ayse ( ¢ 2alokosa),
nupyBam-kusazama uma Haili-Bucoka akmuBrocm no Bpeme na cmauuonapnama ¢asa
(¢ue.5). TIpu neakmuBuus Bapuanm ms e okoao 2 nbmu no-hucka u noBuwaBane npes
cmauyuonapHama ¢asa He ce HabalogaBa. AkmuBupanemo Ha onpegeA€HU €H3UMU u
MemaboaumHu nbmuuwia ce sBsgBa  caegcmBue om noggbpkane pacmeka Ha
mukpoopzanuzmume Bb8 Bapuabeanu ycaoBusi, na 6asama na mscha koopgunayus Mekgy
enepzemuynusi u koncmpykmuBrus MemaboausbM u noggbpkane enepzemusinust 3apsig Ha
kaemkama.
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@uz.1. Vismenenue B akmuBrocmma na en3uma aagoaasa B npoueca na kyamuBupane na

S. albogriseolus 444 u nezoBus HuckonpogykmuBen Bapuanm.

—eo— S.albogriseolus 444
—— S.albogriseolus 444-0

r6(M/1 akmuBnocm
(U/mg.6eamok)
w

24 48 72 96 120 144 168
Bpeme (h)

Que.2. Usmenenue B akmuBuocmma na ensuma D'6(-gexugpozenaza B npoueca Ha

kyamuBupane na S. albogriseolus 444 u ne20Bus nuckonpogykmuBen Bapuanm.
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(Quz.3. Msmenenue B gunamukama Ha eH3uMa Maaam gexugpozenasa B npoueca na
kyamuBupane na S. albogriseolus 444 u nezoBus nuckonpogykmuBen Bapuanm.
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(Que.4. Uamenenue B gunamukama na ensuma cykuumam gexugpozenasa B npouecana
kyamuBupane ua S. albogriseolus 444 u rezoBust nuckonpogykmuBen Bapuasm.

2g
" S =) ) —e— S.albogriseolus 444
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Que.5. Vizsmenenue B akmuBrocmma Ha ensuma nupyBam kunasa B npoueca na
kyamuBupane na S. albogriseolus 444 u ne20Bus auckonpogykmuBen Bapuanm

Enepzemuunusm cmamyc na kaemkama e mscuo cBopszan kakmo ¢ BvaaepogHama,
maka u ¢ pochamnama obmsna. Kamo asocmepuuen peeyaamop ¢ocpambm nomucka
akmuBrocmma na dpocpodpykmokunasama - kalouoB ensum om zaukoausama u 2alokoso-
6¢-gexugpozenasama u noBausBa chomuowenuemo Ha Moaekyaume 2alokosa, koumo
BecmbnBam B eguHua uau gpyeus mMemaboaumen nvm. B masu Bpbska uscaegBaxme
cpaBrumesno ycBosBawemo na ocdamume om  S.albogriseolus 444 u nezoBus
nuckonpogykmuBen Bapuanm, a cbuio maka u noBausBanemo My om ek3ozenno go6aBen B
cpegama, npegu HauaA0mo Ha ¢epMeHmauusma, Huzepuyun. Om due.6 ce Bukga, ue
HuckonpogykmuBausam Bapuanm ycBosiBa no-nwbano docpama.

Ha 96 wac om kyamuBupanemo na S.albogriseolus 444, napaseano ¢ HampynBanemo
Ha anmubuomuk, noguepmano ce 3a6aBs ycBostBanemo na ¢docoamume. TozaBa e
pezucmpupan u makcumym B akmuBrocmma na F'6DJIX (¢ue.2). Ek3ozenno gobaBenusm
Hueepuyul 3a6aBs usuepnBanemo na pocdama npu kyamuBupane Ha S.albogriseolus 444 u
na neeoBust HuckonpogykmuBen Bapuanm sicHo uspaszeno npu Bucokume konuenmpauuu
anmubuomuk (50-100ug/ml)(gannume ne ca nokasanu). Mokem ga gonycHeM, 4e CbC
sacuaBanemo na anmuGuomuunama cunmesa npu S.albogriseolus 444 ce 3aGaBs
ycBosiBanemo wna ¢ochama om cpegama nog BwigeiicmBuemo na - cobemBeto-

npogyuupanust anmubuomuk ¢ uea ga ce noggbpka Heobxogumama Aumumupawa
konyenmpauus B kaemkama na npogyuenma.
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Que.6. VcBosiBane na neopzanuunusi pocdam om kyamypu Ha S. albogriseolus 444 u nezoBusi
nuckonpogykmuBen Bapuanm. KoaudecmBenomo onpegeasne Ha ¢docpama B cpegama e
ocbecmBeno no Memoga na Weil - Malherbe (1951).

[Tog kakBa ¢opma ¢ocdambm, ycBoen om cpegama, ce BkalouBa ‘B'bB
Bompekaembunama obmsna? Bovsmokma ¢opma Ha BbmpekaembuHu CbeguHeHust ¢
pezyaamopno geiicmBue ca ocopusupanume nykacomugu (B uacmnocm ATO).
Cvomuowenuemo Mexkgy HuBomo na ammubuomuyHama CuHME3a U koauuecmBomo na
AT® ne e usyueno npu OGuocunmesama Ha noAtemephu anmubuomuuu. 3amoBa
uscaegBaxme HuBomo Ha BumpekaembuHOMO cvgbpkanue na ATQ B 3aBucumocm om
fuocunmesama Ha anmubuomuk u pacmexkunama dasa Ha S.albogriseolus 444 u neezoBusi
nuckonpogykmuBen Bapuanm (¢ue.7).
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Que.7. Junamuka Bu68 Bvmpekaembunomo HuBo na ATQ® B kaemkume Ha
nuckonpogykmuBuus Bapuanm S. albogriseolus 444-0 v wama- npogyuesm S. albogriseolus 444
B8 npoueca Ha aHmubuomuU4HA CUHME3A.

Ha6alogaBano 6e no-Bucoko cwbgbpkanue na ATQ npu maagume kyamypu u Ha
gBama Bapuanma (48 yac om Ha4yaAoOmo Ha kyamuBupanemo). Kamo usao nuBomo na
AT® e no-Bucoko npu S.albogriseolus 444. TlonukaBanemo na cbgbpkanuemo Ha ATO
npu akmuBrus Bapuanm ce usBbpwBa na $pona Ha sacuaBawa ce anmubuomuyHa CuHme3sa.
[logo6na gusamuka npu nHuckonpogykmuBrus Bapuanm ne 6e nabalogaBana. TBopge
Bepostmuo e ocBen kamo mMakpoepauuHO cbeguHeHue ATQ ga ce sBsBa Bbmpekaembuen
edekmop, kotimo uma omuowenue u kbMm anmubuomuysama CuHmesa. Cuanomo
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naMassBane Ha Bbmpekaembunomo cegopkanue na ATQ (sa 96 h.) npu S. albogriseolus
444, moke ga e cBvp3ano ¢ akmuBupanemo na anmubuomuk - Mogudpuuupawume eHzumMu
Ha wama. Haii - Beposimuo konuenmpauusima na AT ce 585185t epekmop na onpegeaenu
eH3uMu, HO nog konmpoaa Ha gpy2z OcHOBeH pe2yAamoOpeH napamMemsbp- €Hep2emudHusi
3apsig Ha kaemkama.

B masu Bpwbska, nepewen e Bvnpocem 3a eHepzozaBucuMocmma Ha cuHmesama Ha
noauemepHust anmubuomuk owie noBeue, ue ca nabalogaBanu pasauvus B ycBosiBanemo na
2alokoszama npu gBama Bapuanma (due. 8).

ITogobHo nHa gpyeu cmpenmoMuuemuu wamoBe u npu S. albogriseolus 444 e
HeoOXoguMo ga ce ycmanoBu onpegeaeHo cbomuoweHue MeXkgy akmuBuocmma na
kamaboaumnume ensumu, ocbuecmBsaBawu paszzpakganemo Ba Bbeaexugpamume no
I[I@Onbm uau no EMIT nbmsi.

30
25
20
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(1} 24 48 72 96 120 144
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Quz.8. YcBosBane Ha aalokosa B npoueca na kyamuBupane-na S. albogriseolus 444 u nezoBust
nuckonpogykmuBen Bapuanm. I'aloko3ama e onpegeaena koausecmBeno no memoga na Duboi
(1956).

B masu Bpwska, kamo caegBaw, eman B nawama paGoma, uscaegBaxme ensuma
HA kunasa (EK. 27.1.23 ATO:HAI'-2 dochompancdepasa), koopgunupaw,
pasAuunume anaboaumnu u kamadoaumnu npouecu B kaemkama.

2. HAI* kunasa

HAJT*kunazama gupekmno noBausBa nuBomo HAIYHAIDT, kamaausupaiiku
docdopuaupanemo na HAJII* upes mepmunasnama ¢ocdopua epyna om ATD. B
Aumepamypama omcbcmByBam gannu 3a mosu Basken ensum npu empenmomuuemu. He e
npoy4ena poadma My 8 6uocunmesama Ha Bmopudnu MemaGoaumu.

2.1. Usmenenue B HAJI'kunaznama akmuBnocm 6 npoueca Ha pacmek u
anmuoduomu4Ha cunme3sa npu S. albogriseolus 444. i

Junamukama na HAJT kunassama akmuBrocm na kyamypa S. albogriseolus 444 B
meuHa xpanumeana cpega I'ayse, om 24 go 168 vac e npegcmaBena na ¢uzypa 9.

HabalogaBam ce gBa scrno obocobenu nuka- Ha 48 yac, B ekcnonenuuasnama dasa u B
kbcnama cmauuonapna ¢dasza- na 144 u. Eksozenno goGaBen B cpegama nuzepuuun
(ocnoBen komnonenm na anmubuomuunusi komnaekc Ha wama) npegu nauasomo Ha
kyamuBupanemo, uma cmumyaupawi epekm Bwvpxy HAJ 'kunassama akmuBuocm,
uspasen B kpas na ekcnonenuuasnama u cmayuonapHama ¢asu (¢ue.10). Huzepuuunsm 8
konuenmpauust om 100 pg/ml cmumysupa akmuBHocmma na ensuma npu Bcuukume
uscaegBanu emanu. B cewomo Bpeme anmubuomukbm nomucka nampynBamemo Ha
fuomaca Ha wiaMa-npogyueHmn.

10
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Que.9. Munamuka na HATkunasnama akmuBuocm B npoueca Ha pa3Bumue Ha
S. albogriseolus 444 B xpanumeana cpega I'ayze 1.
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I OKoumpoaa  Mc 10 pg/ml.  Mc 50 pg/ml.  Mc 100 pg/ml. l

Quez.10. Epekm na ekzozenno gob6aBen nuzepuuun Bvpxy HAJ "kunaznama akmuBrocm na
S. albogriseolus 444.

Bucokama HAJI" kunassa akmuBrocm no Bpeme na ekcnonenuuasnus pacmesk
npegnoaaza akmuBua cunmesa na HAJIQ, koiimo e Baken kodakmop, yuacmByBaw, B
pazauunu Bompekaembunu npouecu. ITocaegBanomo akmuBupane na 6D, Beposmuo
He € cAydaiino, muil kamo mo nosBoasBa “peuukaupanemo“ na HAIQD™ go
chomBemnama pegyuupana ¢popma u nogckasBa Beposmunama poas HAJ' kunazama B
pezyaupane ycBosBanemo na zalokozama no nenmo3so -¢pocdamuust nbm u B cunmesama
na HAJTIQ.H, neobxogum 3a anaGosumsume npouecu.

2.2.M30supane u uacmuuno xapakmepusupane na HAJ" kuna3a om S.
albogriseolus 444.

Aumepamyprume gannu 3a Aokaausauusma sa HAJT kunazama B cybkaembunume
cmpykmypu ca npomuBopeuuBu (Muto, 1981; Butler, 1982 ). 3amoBa B cepus om
npegBapumeanu onumu 6s1xa nogbpanu ycaoBusima 3a uenmpodyaupane u cybkaembuno
¢pakuuoHupane nHa xoMoz2eHama om Muueau Ha S.albogriseolus 444. Haii-Bucoka
akmuBrocm 6e usmepena B Geskaembunume ekcmpakmu, noayuenu caeg gBycmenenno
uenmpodyaupane u omgeasHe Ha MeMOpannama ¢pakuus, koemo npegnoaaza, ue
HAJT"kunaszama e cbcpegomouena B uumosoaa.

U3caegBaxme 3aBucumocmma Ha akmuBnocmma na HAJI "kunasa om S. albogriseolus
444 om pH, memnepamypama’ kakmo u omsaoweHuemo Mg2+/AT(D B peakuyuonnama
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cpega. YcmanoBeHusm meMnepamypeH OnmuMyM 3a ocbuwiecmBsBane Ha en3uMHama
peakuus npu S. albogriseolus 444 e 28 - 30°C. Om npoBepenume mpu Gydepru cucmemu
(Tpuc-HCl 6ydep, dpochamen u I'auuua-zauyunoB Gydepu) naii-goGpu pesyamamu ca
noayienu ¢ Tpuc-HCl 6ydep, 0.1 M. ITogo6uo na HAJM 'kunasume om gpyeu
mukpoopzarnusmu esumbm e no-akmuBen B askaanama o6aacm -pH-8:3.

Onumuo ycmanoBenume onmumMaasu napamempu 3a ocbuwiecmBsBane Ha ensuMHama
peakuusi, Gsixa cbbalogaBanu npu Beuuku onumu 3a usoaupase u xapakmepusupane Ha
HAJI*kunasama. ‘ 7

Iopagu muueanus cmpoek Ha cmpenmomuuemume Gewe paspabomena u
cobcmBena cxema 3a ouucmka na HAJ* kunasa om S. albogriseolus 444, ocouiecmBena B 4
emana: noayiaBane na Geskaembunu ekcmpakmu; memnepamypho ¢pakuuonupane,
¢pakuuonno ymasBaune c amonueB cyadam u xpomamozpadcko pasgeasiue. IToAyyenussm
npeyunumam caeg 50% nacuwane ¢ amonueB cyadam, e pecycnengupan B Tpuc-HCI
6ydep (0,1 M, pH 8.3), guasusupan 1 How, cpewy cbwusi 6ydep u npuaoken na zea-
¢uampaquonna koaona TSK-6-3000-SWG. Pesyamamume om pasgeasHemo ca
npegcmaBenu na ¢uz.11 u mabauua 1. ‘

* A
Y20 - .
%5 - (S
o 29852 B
32.518 .
3¢6.5147
40 -
44.783
5o - ”'545_
40 - '
&1.878
70 - é71.705
A.FLOW 2.5
A FLOW 35
8o - 78.558
83.983

(Qua.11. Xpomamozpadcko pasgeasne (FPLC) na Geskaembunu guaAusupasu ekcmpaku om
S. albogriseolus 444 (A) u pexpomomozpadupane Ha akmuBuama dpakuus (nuk 1).

¥YemanoBenu ca nag 10 nuka, npu VB gemekmop -280 nm. AkmuBuama 6eambuna
¢pakuus (nuk 1), cebpana u konuenmpupana na Amicon ¢uambp Ge usnoasyBana 3a
Bmopuuna 2ea-puampauus na kosona TSK-6-3000-SWG. Caeg nbanomo ealoupane Ge
; 12



nabalogaBan egun noumu XoMoOzeHeH sCHO uspaseH nuk. (due.11 )Toli uma moaekyana
maca 141 219 D., onpegeaena ¢ BETX, caeg cmangapmusupane Ha koaonama.

Haauuue Ha usopopMu Ha ensuMma, koumu ce paszaekgam u Kamo GuoxumuyHu
mapkepu 3a pasauunume pacmeXknu ¢asu, He Gs1xa omkpumu ¢ npegaoXeHnus Memog 3a

npeuucmBane.

TaGauna 1.
Ouucmka na HAJT 'kunasa, uzosupana om S. albogriseolus 444
Eman na O6uw, O6wa Cneuuduuna | HobuB Cmenen Ha
npeuucmBane 6eambk .akmuBrocm akmuBrocm %o npeyucmBane
(mg) (nmolHAI®/M) | (nmolHAD/h
/mg)
Beskaembunu 653 26511 40.6 100 1
ekcmpakmu
TemnepamypHO 580 31548 54.39 84 1.12
dpakuyuonupane
Ipeuunumauus ¢ 2.036 416 204.3 1.15 32
(NH4):804
(50%) ]
FPLC 0.038 2.35 62.1 0.33 53.1

3. AT@Ocunmemasen (AT(@Pazen) konmaeke npu S. albogriseolus 444 u

HezoBus nuckonpogykmuBen Bapuanm.
3.1.0Junamuka na o6wama AT(a3na akmuBnocm, B npoueca ma pacmexk u
gudepenuuavus na wam S. albogriseolus 444.

MemGpanno-cBopsanume, H npenacsuwiy ATQasu ca npomonsu nomnu, koumo
uzpasm uenmpasna poast B Guoenepzemukama na kuBume opzanusmu. FoF; mun ATQas3a,
usoaupasa om Streptomyces lividans e wacmuuno xapakmepusupana (Hensel et al,, 1991), no
8 Aumepamypama omcbecmByBam ganHu 3a ydacmuemo Ha mosu Baked ensum B
pazauunume GUSUOAOZUMHU Npouecy, gupepenuuayusma u pacmezka Ha cmpenmomuuemu.
Emo 3awo uscaegBaxme AT@Qasnama akmuBrocm B npoueca na gudepenuvauus na S.
albogriseolus 444 u nezoBust nuckonpogykmuBen Bapuanm.

0.6 | —e— S.albogris&)lﬂé?
E 444
geg 05 —m— S.albogriseolus
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£
= = 03
22 o2
-
& g_ 0.1
> 0 ; ‘ ‘ |
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"@Quz.12. ATQa3na akmuBrnocm na BezemamuBuu muueau om S. albogriseolus 444 u
ne20Bus nuckonpogykmuBen Bapuanm.AkmuBsocmma e usMepena no Mogududupan
mMemog Ha Fiske & Subarow ( MunkoB, 1986).
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Ha ¢ue.12, e npegcmaBena npomsnama 8 ATQaznama akmuBrocm na BezemamuBuau
Muueau, noAy4exu npu goabouunno kyamuBupane 8 Munepaana cpega I no T'ayse om 24
go 168 uac. Ilpu S. albogriseolus 444-0 e usmepena no-Bucoka AT(azna akmuBaocm
cnpAMo  npogyuupawusi Bapuanm, Ges obaue gunamukama ga ce pasauuaBa npu
kyamuBupane B egnu u cbwu ycaoBust (due.12).

AT(Qasnama akmuBrocm Ge npocaegena u npu kyamuBupane na wama B 60zama no
cbemaB xpanumeana cpega FM, B kosmo ce ocueypsiBa Bucoka ckopocm na pacmex. u ce
nomucka panHomo o6pasyBane na ammubuomuunus komnaekc. Pesyamamume ca
npegcmaBenu Ha ¢ue.13.
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Que. 13. Ilpomsna B ATQasnama akmuBuocm na S. albogriseolus 444 npu
gbabouunno kyamuBupane B pasauunu xpaHumeanu cpegu.
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Que.14. Epekm na kaauyueBume iionu Bvpxy obwama AT@®a3na akmuBrocm npu
gbaGouunno kyamuBupane na S. albogriseolus 444 B Munepaana cpega Ino I'ayse
(konmpoaa) u B Munepasua cpega 1 ¢ go6aBenu 1.5mM u 30 mM CaCl,

CaegBatiku emanume om ecmecmBenust Xusnen uukba Ha cmpenmomuuemume,
usmepuxme AT(Qasna akmuBrocm nHa cnopu, noaydesu sa azapoBa Munepaana cpega 1 no
'ayse, caeg 14 gneBuo kyamuBupane u Ha gbaGodunHU cnopu, noayyexu B cpega FM B
ycaoBusima na 2aagyBane (nstkoako napaseanu onuma - cbomBemno B cpega FM Ges
¢ocpam, Ges nenmon u ¢ go6aBen CaCl,). Bbsgywnume cnopu npumeskaBam mzozo no-
nucka AT(Qasna akmuBrocm B cpaBuenue ¢ masu Ha Muueau. JIbaGouunHUme U Bb3gywnu
€nopu, noayyenu nHa cpega FM caeg 14 gneBuo kyamuBupane, B npucbemBue na 30 mM
Ca™" ce omauuaBam ¢ no-Bucoka AT@asna akmuBrocm. :
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KaauueBume {iionu (B konuenmpauus 1.5 mM u 30mM) npomensm obwama
AT@asna akmuBHocm u npu geabouunno kyamuBupane na S. albogriseolus 444 na
Munepasna cpega I no Tayse ( ¢ue.14). IIpu caabonpogykmuBuus Bapuanm Ha wama
kaauueBume iionu cbwo okasBam cmumyaupaw, edekm Bovpxy obwama AT(Qazna
akmuBnocm, Haii-sicno uspazen B ekcnonenyuasnama dasa (pue.15).
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(Due.15. Edekm na kasuueBume tionu Bupxy obwama ATQasna akmuBrocm npu
gbabouunno kyamuBupane Ha S. albogriseolus 444-0 8 B Munepaana cpega Ino I'ayse
(konmpoaa) u B Munepaana cpega 1 ¢ go6aBenu 1.5mM u 30 mM CaCl,,
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(Due.16. ATMasna akmuBuocm npu S. albogriseolus 444 (A) u ne2oBust nuckonpogykmuBen
Bapuanm (B), B ycaoBusima na aumumupan pacmeX B cpega FM (c go6aBen 1.5 mM u
30mM CaCl,). Onumsbm Ge ocbwecmBen ¢ ekcnonentuaanu (48 h ) kyamypu na wama.

3a ga ussaciuM edekma Ha pasauuHume konuenmpauuu Ha kasuueBume tionu
npoBegoxme caegHusi gonbaHumesen ekcnepumenm: gobpe pasBumu 48 uacoBu kyamypu
Ha S. albogriseolus 444 u mnezoBusi nuckonpogykmuBen Bapuanm, 0sxa npenecenu B
Munepasna cpega I no I'ayse, B kosmo e gobaBeno cbomBemno 1,5mM u 30 mM CaCl,
uau B ycaoBusma na 2aagyBane no ¢pocdam uau zalokosa. Qusuosozuunusm omzoBop na
wamoBeme Ha 30 mMun, 60 Mun u 24 yac, npu ch3gageHume onumuu ycaoBust € npegcmabBen
Ha ¢uz.16. Owe na 30 Munyma e pezucmpupana 3 nomu no-Bucoka AT(Qasna akmuBnocm,
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8 npuckcmBuemo na kasuueBu iionu (1,5 mM) (¢uz. 16A). Ilpu S. albogriseolus 444-0
cmumyaupanemo na 30-ma Mudyma, e no-godpe uspaseno npu Bucokomo cbgbpkanue Ha
Ca’* (¢uz 16 B). U npu gBama Bapuanma na wama omcbecmBuemo na ¢pocdam B cpegama
unxubupa ATQasnama akmuBrnocm.

Tps6Ba ga ombesekum, ue usmepenama Bucoka "AT(Qazna akmuBuocm B
npucbcmBue Bna Ca®* iiomu e neuyBcmBumeana no ommuowenue Ha kaacuueckus
unxubumop:za AT@azu om FyF; mun - oauzoMuuun.

3.2.Xapakmepucmuka Ba AT@aza
S.albogriseolus 444

B onumume no u3oAupane u xapakmepusupane Ha MeM6pannocBopsana ATQaza om
S.albogriseolus 444 Ge u3noasBana obo3nauenama kamo 2pyba uAu Henpevyucmena
Membpanna ¢pakuusi, noayuena c paspaGomenama 3a ueama memoguka 3a paspywaBane
Muueaume om cmpenmomuuemu. Xugposusama Ha ATQ, ocemecmBena om
Henpeuucmenama MeMbpanna ¢gpakuyus 6eme pezucmpupana no gBa pasauunu Memoga:

-Tlo npomsinama B konuenmpauusima na neopzanuues Qn .

;1o npomsinama B konuenmpauusima na ( H™" ) tionu

PaspywaBanemo na Muueaa ¢ nomowyma Ha kBapuoB nscvk moke ga npegusBuka

memOpannocBop3ana u30AuUpana om

cuano HapymaBane "8 ueaocmma na kaembunama mem6pana. Ilo masu npuyuna B

ekcnepumenmaanama Hu paboma 6s1xa npoBegenu onumu 3a u3oAupase Ha npomonaacmu
om kaemku na cmpenmomuuemen wam 444. TIpomonaacmume 6s1Xa NOAYMEHU OM MUUEA,
kyamuBupan 48 vaca 8 YEME (Hopwood, 1985), no onmumusupan 3a Hawus wam
Bapuanm na Memoga Ha Hopwood (Hopwood, 1985). Ilpocaegena Gewe xugpoaazsama
akmuBrocm Ha RamuBHU nNpomunAacmu u Ha NPOMONAACMU, NOGAOKEHU HA OCMOMUYEH
wok.(mada.2.)

Tabauua 2.
AT®a3na akmuBnocm na npomonaacmu, noayvenu om 48 yacoba
kyamypa na S. albogriseolus 444

IIpoba Memog na ATQa3zna AT@®a3zna akmuBuocm B
peaucmpupane akmuBrocm npucbecmBuemo na SpM
OAUZOMUUUH
HamuBru IMo npomsina 0.009 0.006 pg(H*)/mg/min
npomonaacmu konuenmpauusima sa H* | pg(H*)/mg/min
ionu
HamuBnu Mo npomsinama na Qu B 0.045
npomonaacmu peakuuonnama. cpega | umol®u/mg/min |  0.036 pmol Pu/mg/min
ITpomonaacmu Mo npomsinama va Qn 0.018
caeg ocMomuuen | B peakuuonnama. cpega | pmol®n/mg/min | 0.008 pmol Pu/mg/min
wok

AT@asznama akmuBHocm Ha npomonaacmume € 3Ha4yumeAHO no-aucka om masu Ha
memOpanHama ¢pakuus u ce unxubupa HENbAHO OM OAUZOMULUH.

Onumu ga ce noaywam npomonaacmu, uusmo AT(Qaszsa akmuBrocm ga ce
cmuMmyaupa om pasnpsizawu aeenmu 0sxa Heycnewmu. Ilpu Beuuku usmepBanus
noAyuenume npomonaacmu npumexkaBaxa akmuBnocm, kosmo ne ce cmumyaupa om
FCCP. 3amoBa no-namambludume uscaegBanusi npogbakuxme c¢ epybama membpanna
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¢pakuyust. YemanoBuxme, ue epybama Membpanna $pakuusi, noayuena om S. a }

444 npumexkaBa AT(Qasna akmuBuocm, ko;mo ue:l:EAuo ce uuxﬁgupa om anréﬁ%ﬂﬁ(ﬁll:;
osuzoMuuun. IToBuwaBanemo Ha koHuenmpauusma Ha oaAuzOMuUUUHA He npoMeHst
cmeneama Ha unxubupanemo. ITapaseano ¢ moBa AT(Qazsama akmuBrocm na
uscaegBanus cmpenmoMuuemen wam nposBsBa cbwo Henbana uyBemBumeamocm no
OmHOWeEHUE HA gpy2 unxuGumop Ha npeHoca Ha Bogopoguu iionu-guuukaoxekcua
kapGoguumug (DCCD). EguoBpemensomo gobaBame na oauzomuuusa u DCCD B
peakyuoHnama cpega He npoMensi cbuiecmBenno xapakmepa na unxuGupanemo.

B no-namambunama su pa6oma Gsxa npoBegenu ekecnepumenmu 3a noayuaBane na
ensuma B pasmBopuma ¢opma. B ocnoBama Ha usnoasyBanusi om Hac Memog e
nocmaBena Bvamoknocmma 3a coalobuausupane (npuBekgane B pasmBopuma dopma) na
¢akmop F;, onucana om Pedersen (Pedersen et al., 1984 ). Uzoaupanemo e ocvbwecmBeno
B npucbemBue ha Bucoku konuenmpauuu AT® u ETA 3a ga ce npegnasu eH3uMa om
unakmuBupane.

ITpoBegenume eaekmpodopemuunu uscaegBanus na npenapama, NOAyYeH caeg
obpabomka ¢ ¢aopodopm, ugenmuduuupaxa 12 pasauynu 6eamvka, 5 om koumo ca ¢
MoAekyAHO mezA0, cbomBemcmBawo nHa MoAekyanume Macu Ha cybegunuuyume na F
(a=60000, B=45000, y=20-29000, 5=15000, £=12000 Da). 1

A kDa kDa

66—'”—_66

45
36

Que. 17. SDS - PAGE (10% po Laemli, 1970) (A) u xpomamozpadcko pasgeasne (b)
Ha Henpequcmena pasmBopuma ATQasa om S. albogriseolus 444, NoAyu€Ha caeg
coaloBuauzauust ¢ xaopodopm
(1 u 4 -6eamwbunu Mapkepu; 2-MeMmGpanna Ppakuus; 3-coalo6uauzupan F; komnaeke)
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[Moayuenume pesyamamu no memoga na SDS-PAGE u HPLC anaaus (¢ue.17),
nokasBam, ye uszoAupanama pasmBopuma ¢pakuyusi e omHOCUMEAHO Yucma u Moke ga ce
u3noAsyBa 3a no-namamwbWwHO npeuucmBane. .

3a gonbanumeaHa ugenmudukauus Ha noAydenama pasmBopuma ¢pakuus Gewe
uscaegBano Bausmuemo na kaacuueckus unaxubumop Ha akmuBrocma na pakmop F; -Na
asug. Haauuuemo na 100 uM asug B peakuyuonnama cpega Bogu go cuano unxuGupane Ha
AT(Qaznama akmuBaocm npu Streptomyces albogriseolus.

C uea noayuaBane na no-zoaemu koauuecmBa om F; 6s1xa BuBegenu gonbanumeanu
cmaguu Ha ouucmka caeg coalobuauzauusima. Cmangapmuama cxema, BkalouBawa eman
Ha uzcoaBane ¢ amonueB cyadpam ne gage ouakBanume pesyamamu (maba.3.)

TabGauua 3.
M3oaupane u ouucmka na pasmBopuma AT(Da3a om S.albogriseolus 444
IIpoGa 0O06eMm | Beambk O6w, Cneuud. O6wa Cmenen Ho6ub
(ml) | (mg/ml) | 6eambk akm. akm. Ha
(mg) | (umolPy/mg/ npeuauc
* ml) Bane
MeMOp.dp. 8~ 37 296 0.015 4.44 1 100
F, 6.9 4.2 229 0.037 1.069 2.46 24
F; caeg 6.9 3.8 26.2 0.048 1.25 32 77
HazpsiBane
F; caeg 0.5 2.8 14 0.1 0.14 6.62 3.1
uscoaBane

Msosupanama om Hac pasmBopuma ¢opma Ha eHsuma e cmabuana npu cmaiina
memnepamypa. ITpu 0 -4 ° C 3a 1 yac ms ce unakmuBupa 100%. Ceuusm edpekm umam u
no- nuckume memnepamypu. Caeg 4 uaca cbxpanerue npu -20 °C unakmuBupanemo e
nbaHO U Heobpamumo. ToBa Ge HabalogaBano u no omuoweHnue na pasmBopumama ¢opma
Ha e’3uMa, uzoAupana om Hucko-npogykmuBuusa Bapuanm na wama.

Haii-Bucoka xugpoaasna. akmuBuocm Ha usoaupanama BoguopasmBopuma dpakuus
(F,) 6e usmepena B memnepamypnusi uamepBaa 25-28°C 8 Tpuc-HCI Gydep, 0.025M ¢
pH=7,5. TIpu mesu ycaoBus Koncmanmama na Muxaeauc-Menmen 3a cpogemBo kbm
cy6cmpama (MgATQ®) e 0.52 mM, usuucaena no Memoga na AaiinyeBop u Bbpk.

Mem6panno-cBop3anusim  AT@azen komnaekc om . albogriseolus 444 B8
npucbemBuemo na ATQ kamo cy6cmpam na ensumnama peakuus, nposBsBa nucka
cneuupuunocm kvm gByBasenmuume tionu. MaznesueBume fionu Mo2am ga ce 3aMensim ¢
kaauueBu, 1o uscaegBanama obwa AT(Qasna akmuBuocm ce nonukaBa B peakuuonna
cpega ¢ kaauyueBu tionu. EgnoBpemenno ¢ moBa ce usmens u uyBcmBumeanocmma kbm
oauzomunus. B npuchcmBue na kaauuii, AT@Qasnama akmuBrnocm He ce noBausBa om
mo3u kaacuyecku unxubumop (pe3yamamume He ca nokasanu).

O6wama AT(@asna akmuBaocm e naii-Bucoka B npuckemBue na 2.5 mM MgCl,
usmepena B Tpuc-HCl 6ydep, pH=7.5 u cy6cmpam - 1 mM ATQ. IIpu cbwume ycaoBus,
onmumasnama konuenmpauusi 3a kaauueBume iionu e 2.5 mM. ITogobna 3aBucumocm om
MaznesueBume tionu nabalogaBaxme u no omHOWEHUE HAa U30AUPAHUsI C XAOPOdOpM, om
2pybama MCM6PaHHa dpakuusi, F; komaeke. JIpyeume uscaegBanu om nac tionu (K¥,
Na®, Zn** Mn""), no-caa6o noBausBam ATQ-xugposasnama akmuBrocm B cpaBuenue c
Ca®* u Mg2+u HaMam cmumyaupawt epekm. Edekmbm na nampueBume idonu ne ce
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npomensi nog BesgeticmBuemo na cenbmemBawus anuon. AmonueBume tionu, usBecmuu
kamo cmumyaamop na H*ATQasu npu pacmenus u gpokgu ne okasBam nogobuo
geticmBue npu MemGpannocBbpsana AT(Pasza om S, albogriseolus 444.

CaegBaw, eman om Hawama paboma 6e xpoMamozpadpcko pasgeasne Ha
MemOpannama ¢pakuus, noaysena om S. albogriseolus 444, ¢ nomowyma Ha Ha zea-
¢uampauuonna koaona Superose TM-12 npu ycaoBusima, nocouenu B pasgea “Mamepuaau
u memogu”. IToaydenume pesyamamu om pasgeAsHemo ca npegcmaBenu na duz. 18.
Omgeanume nukoBe 6sixa cvbpanu u usmepena AT(asnama akmuBrocm (maba.4).
TakaBa 6e omuemena camo npu nuk 4 u 5 . Kamo npu nuk 4 msa e oAu2OMuuuH
uyBcmBumeana ( ma6a.5). ITopagu usoaupanemo na gBe akmuBuu ¢dpakuuu ce onumaxme
ga 2u oxapakmepusupame gOnbAHUMEAHO upes UHXUGUMOpEH aHaAu3 ¢ OAUZOMUUUH, B
npuckcmBuemo Ha kaauueBu uau maznesueBu iionu. Pesyamamume ca npegcmaBenu na
maba.5. Ho-B;xcoka AT(Qasuna akmuBruocm nposBsBa ¢pakuus 4 kamo B cpega cogbpkawa
25 mM Mg‘" ma sanbano ce uHxubupa om go6aBenust oauzomuuun (250 pg/ml).
O6osnzziqenama kamo ¢pakuust 5 npoba e oauzomuyun yyBecmBumeana camo B npucbcmBue
Ha Ca™". Tesu gannu Hu nosBoasBam ga gonycheMm HaAuuuemo Ha kaAuuii u mMaznesuii-
3aBucuma AT(Qa3za B mem6panume na S.albogriseolus 444,
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Qua.18. Xpomamo%pa(bcko pasgeasuc na MeMOpanna dpakuus om S. albogriseolus 444
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Tadauna 4.
Pasnpegeaenue Ha Geamvka u akmuBnocmma npu xpomamozpadcko pasgeasne (FPLC) na
memOpannama ¢pakuus om S.albogriseolus 444. AkmuBnocmma e usmepena no Memoga Ha

Shange & Nishimura, (1967)

TIpoba O6em | Beambk O6w, Cneuud. akm. | O6wa Cmenen | o6uB
(ml) | (mg/ml) | 6eamek | (pgH"/mg/ |akm. na (%)
(mg) min) npeuuc-
mBane
mem6Op. ¢p. | 10 3 30 0.087 2.61 1 100
akm.¢p4 | 03 0.07 0.021 4.76 0.098 54.7 3.79
akm.dp.5 0.3 0.069 0.0207 1.78 0.038 20.4 1.45

Tabauua 5.

AT®azna akmuBnocm na akmuBuume Geamounu ¢ppakuuu noayuenu caeg zes-pusmpauvus
Ha HenpewyucmeHna MemGpanna ¢pakuus, usmepena 8 npucbcmBuemo nHa Mg**u Ca’*no
memega Ha Shange & Nishimura, (1967)

Mpoba ATQa3na akm | ¢ oauzoMuyun ATQa3zna akm | ¢ oauzomMuuun
(B cpega ¢ (250 pg/ml) | (B cpegac Ca**). | (250 pg/ml)
Mg?")
akm.¢dpakuus 4 1.33 0 2.48 1.24
akm.¢ppakuus 5 0.79 0.68 3.0 0.0

b. KaauueBume iionu kamo ¢pakmop 3a mopdo-pusuosozuunama u
OuoxumuuHa gudepenuuanusi Ha wam S. albogriseolus 444 u nHez0Bus
caabonpogykmuBen Bapuanm. .

1. Bausgnue na kaauueBume iionu Bopxy pacmezka na S.albogriseolus

444 u nezoBusi caaGonpogykmuBen Bapuanm.

KaauueBume iionu okazBam cuano Bausinue Bopxy skusnenama getinocm Ha pasAuuHu
mukpoopzanuszmu. ITocaeguume 2ogunu 6e uskazano npegnoaozxkenuemo 3a yuacmue Ha
kaayueBume tionu B cnopysauusma na cmpenmomuuemu u B kaauuii-onocpegcmBanama
peeyaauust Ha Oazama omkpumume u npu npokapuomu kaauyuii-3aBucumMu Geamwbuu.
3amoBa kamo nauaao 6e unmepecHo ga npocaeguM pasBumuemo Ha wamMa-npogyueHm S.
albogriseolus 444 u nezoBus nuckonpogykmuBen Bapuanm B npucbcmBue Ha pasauuHu
konuenmpauuu kaauueBu tionu. IlpocaegsiBaiiku pacmeka na S. albogriseolus 444 u S.
albogriseolus 444-0, B Moguduuupana Munepasna cpega 1 no I'ayze (c 2alokosa), B
npucbcmBue nHa Ca** B konuenmpauus 1,5 u 30 mM ycmanoBuxme, e kaauueBume itionu
3006aBssm nampynBanemo Ha 6uomaca om gBama Bapuanma Ha wama. B omcbemBuemo na
kaauueBu tionu wamMbm HampynBa akmuBro 6uomaca caeg 72 h. B cpega ¢ kaauuii mo3zu
npouec e omMmecmetn 868 Bpememo. KaauyueBume iionu, obaue He okazBam 3nauumeano
Bausinue Bbpxy anmubuomuudama akmuBrocm Ha wamMa-npogyuexm.

Ilpegu ga uscaegBame gpyau acnekmu om Bausnuemo na kasyueBume iionu,
npocaeguxme kak ce ycBosiBa kaauusm om kyamypume na gBama Bapuanma (akmuBen u
neakmuBen wam) (¢puz.19 u pue.20). Psisko namassBane na konuenmpauusima na Ca* ce
nabalogaBa npes nwpBume 24 h om kyamuBupanemo na wamoBeme, caeg koemo nuBomo
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My B xpanumeanama cpega ce 3anasBa noumu ne ce npomens. B npucbcmBue na
anmu6uomuk usuepnBanemo na Ca’* om cpegama e noumu nbAHO npu npogyuupawust
wam. Bwvamozkmno e uzuepnBanemo na Ca** om cpegama ga e cBbp3ano ¢ obpasyBanemo
Ha gbaGO4uUHHU cnopu om kyamypama. HanpaBenume om nac mukpockoncku na6alogenust
nomBbpguxa ¢opmupanemo om wama Ha gbAGouunnu cnopu owe Ha 72 h B
npucbemBuemo na 30 mM Ca?*. [Ipu neakmuBuus Bapuanm kaauueBume tionu npegusBukBam
HEmUNuueH, 3bpHUCM pacmek Ha Muueaa B meunama kyamypa.

—&— Konmpoaa
—O—c nuzepuuun

Ca2+ (mmol/l)
~N W o

0 24 48 72 96 120 144 168
Bpeme (h)

(Due. 19. Bausinue na ek3ozenno goGaBen nuzepuuus Bvpxy ycBosBanemo na kaauueBume
lionu npu gbaGoaunno kyamuBupane na S. albogriseolus 444 B cpega I'ayse 1.
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(Duz. 20. Bausnue na eksozenno go6aBen nuzepuuun Bvpxy ycBosBanemo na kaayueBume
tionu npu gbaGouunno kyamuBupane na S. albogriseolus 444-0 8 cpega Tayse 1.

CAegBam.uﬂm eman om Hawume uscaegBanus cbwo gokasBa akmuBuomo yuacmue
na Ca”’ u ammubGuomuka B npouecume Ha gudepenuuauusi, ocbwiecmBaBanu B
cmpenmomMuuemsama kaemka. KaauyueBume iionu B konuenmpauust om 5, 10 u 30 mM
cmumyaupam o6pasyBanemo na Bbagywen Muuea npu kyamuBupaue na S. albogriseolus 444
Ha azapoBa cpega ISP, u Munepaana cpega 1 no I'ayse, kakmo u npoueca na cnopyaauust
u npu gBama Bapuanma na wama (¢ue 21). ET'TA, go6aBen kbm cpega B konuenmpauuu 2
u Spmol/guck, cuema HnabalogaBanus edpekm na kasuueBume iionu. Cobwo maka
yemanoBuxme, ue gobaBsemo na anmuGuomuka nuzepuuun B nucku konuenmpauuu (1, 5,
10, 50, 100 pg/guck) kbm kyamuBayuonnama cpega ungywupa popmupanemo na Bb3gywen
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muuea. Tozu edpekm e no-sicio uspasen npu suckonpogykmuBuus Bapuanm na wama. Om
gpyza cmpana Huzepuuudbm nokasBa no-cuaen ungyuupaw, epekm B npucbcmBuemo na
Ca™’.

\

/

Qua.21. Edpekm na kasuueBume iionu Bwvpxy mopposozuunma gudpepenuuauusd Ha S.
albogriseolus 444 (A) u nezoBus nuckonpogykmuBen Bapuanm (B), kyamuBupanu na azapoBu
cpegu ISP, (Aj)u Munepassa cpega 1 no Iayse (A, u B). Kaauuam e goGaBen B
konuenmpauuu 5, 10 u 30 mM (B smku uau Ha uambpru guckuema kakmo caegBa: 1-c¢ 5
mM Ca®*; 2 -¢ 10 mMCa®*; 3 -c 30mMCa”*).
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2. E¢ekm mna kasuueBume iionu Bopxy ekcmpauesyrapuume npomeasu
npogyuupanu om S.albogriseolus 444 u nezoBust nuckonpogykmuBen Bapuanm.

2.1. Ekcmpauesyaapau npomea3su, npogywupanu om S. albogriseolus 444 npu
kysmuBupane 8 meunu u azapoBu cpegu u maxnama ¢usuorozuuna poas.

Om uscaegBanus na nskou aBmopu e usBecmmo, ue S. albogriseolus 444 npogyuupa
ekcmpaueayaapuu npomeasu (AnmonoBa u gp., 1988). Bvpxy azapoBa Munepaana cpega 1
no I'ayse, 8 omcbemBue na npomeasnu unxuGumopu, S. albogriseolus 444 ce pasBuBa c
nocaegoBameano ¢opmupane Ha cyGcmpamen muues, Bosgywen Muues u Bbagywnu
cnopu. MscaegBano 6e Bausnuemo na EJTA u EI'TA (usBecmnu kamo unxubumopu na
Memaaonpomeasume) B konuenmpauus 0,1 mM u mpuncusoB umxubumop B
konuenmpauust 1 pg/ml Bepxy npouecume Ha gudepenuuauus na S. albogriseolus 444.
Muxubumopume 651xa nocmaBsiau B simku B azapoBama cpega B msxuo npucbemBue 6e
HabalogaBano umxubupane na ¢opmupanemo na Bb3gywen Muuea u BbagywHu cnopu
0koao 3onama Ha go6aBssemo. PasBumuemo na cybcmpamuus Muuea obaue He ce
nomuckawe. ToBa npegnosaza cunmesupanemo om S. albogriseolus 444 na mpuncun-
nogobHu u Memasonpomeasu, a maka CbWO U POAS HA me3u npomeasu B
gudepenyupanemo na Mmuuesa. Te ne okasBam obaue Bawmiue Bupxy pasBumuemo na
cybcmpamnust Muuea

IIpu gvaGouunno kyamuBupane na S. albogriseolus 444 B cpega T'ayse 1 (c 2alokosa),
B npucbcmBue u omevbemBue na kasyueBu iionu Ge onpegeaena momasnama npomeasha
(kaseunasna) akmuBnocm ( due. 22).

5000 1 O Konmpoaa
Hc1,5mM CaCl2
4000
Oc30mM CaCl2

3000+
1]
g 2000 ¥
1000
0
48 72 96 168 192
— Bpeme (h)

Quz.22. Edekm na kaauueBume iionu Btpxy npomeoaumuynama  (kaseunosumuuna)
akmuBrocm npu S. albogriseolus 444. Tomaasama npomeasna akmuBrocm Ge onpegeaena no
Memoga Ha Kunitz (1946).

Haii-Bucoka masu akmuBrocm e na 48 u 96 h om pasBumuemo na kyamypama (&
omcbcmBue Ha Ca2+), kamo ¢epmenmayuoHsama cpega He cbgbpka cy6ecmpam na
npomeasume. Kaauusim B konuenmpauust 1,5 mM cmumyaupa npomeassama akmuBroem
Ha wama caeg 48 h om kyamuBupanemo my. Bukga ce, ue konuenmpauus na kaauuii om
30 mM nomucka noumu HanbAHO npomeassama akmuBrocm ¢o Hayasomo Ha
cmayuonapnama ¢asa. Besmokno e mosu epekm Ha kaauus ga e cBupsan ¢ nezoBomo
Bausmiue Bvpxy gudepenuuauusma na kyamypama. B aumepamypama cbuecmByBam
gasnu 3a cmumyAupaw, epekm na kasuus (B onpegesenu konuenmpauuu) Bwpxy
npomeasnama akmuBsocm, koiimo ce oGschsaBa cbc cmaGuausupawomo My gelicmBue
Bvpxy akmuBrocmma na cepunoBume npomeasu (Gibb & Strohl, 1988).
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2.1. Xapakmepucmuka Ha ekcmpauesyraapHume npomea3su, npogyuupasu om S.

albogriseolus 444 8 meunu kyamypu.

Xapakmepucmukama Ha ekcmpaueayaapHume npomeasu, npogyyupaiu om uwama B
cpega, Hecbgbpkawa cybcmpam Ha mesu eH3umu Oe ocbwecmBeHa upes onpegeAsiHemo
Ha cybcmpamHama uM cneuuduuyHOCM U MmeXHusi omeoBOop Ha pasAudHU npomeasHu
unxubumopu. Ekcmpaueaysapaume npomeasu, npogyuupanu om S. albogriseolus 444 ce
uaxubupam om EJITA, EI'TA u mpuncunoB unxubumop (go6aBsnu eksozenno kbm
¢depmenmauuonHama cpega). TpuncunoBusm unxubumop nonuzkaBa akmuBaocmma na
npomeasume Hag 50%. VI gpyeume uHxuGumopu uMam no-CUAHO UAU NO-cA200 U3pasen
edpekm. ToBa nokasBa, ue B ekcmpaueaysapnus npomeoaumuuen komnaeke cunmesupan
om 8. albogriseolus 444 yuacmBam pasauuhu no Bug npomeasu - BeposmHo-
Memaaonpomeasu U mpuncuHnogoGHu.

UscaegBana 6e cydbcmpamnama cneuuduunocm Ha cekpemupanume npomeasu camo
no omuowenue na BAITHA (cneyuduuen cybcmpam Ha mpuncul-nogobHume npomeasu)
u omeoBopbm kbM gobaBsanemo na mpuncunoB usxubumop B ycaoBus in vitro. Anaausume
ca nanpaBenu npu kyamuBupanemo na wama B xpanumeana cpega ¢ u 6e3 kaauueBu tionu.
B npuchcmBuemo na 30 mM Ca** npomeoAumuunama akmuBrocm Ha wama npes
ckenonenyuaanama ¢asa na pacmek e no-nucka om masu B omcbemBue na Ca’t
Job6aBsnemo na mpuncunoB unxubumop kbM peakuuoHHama cpega u B gBama cayuas
unxubupa akmuBrocmma Ha npomeasume, cuame3supadu om S. albogriseolus 444 ($ue. 23).
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(Que.23. Bausnue na kasuueBume {ionu u  mpuncunoB unxubumop Bypxy
npomeoaumuynama akmuBuocm na S. albogriseolus 444, kyamuBupan B cpega Iayse
(konmpoaa ) u Munepaana cpegal no I'ayze ¢ 30 mM CaCl,. TpuncunoBusim unxuGumop e
goGaBen B konuenmpauust Ipg/ml B peakyuonnama’ cpega npu onpegeasine npomeasHama
akmuBrocm npu cy6cmpam BATTHA.

3a ga Obge nombpcena HsakakBa Bpbska mekgy cunmesama na npomeasu,
naauuuemo na Ca** u Bmopuunus Mema6oAussM Ha wama (cunmesama na anmuGuomuk)
nue gobdaBaxme eksozenno B cpegama egua om komnosenmume Ha anmubuomuuHus
komnaeke, cunmesupan om wama. Om ue. 24 ce Buxkga, ue B npucbcmBue na kaauueBu
tionu u eksozenno gobaBen nuzepuuun (10 pg/ml), npegu Havasomo na kyamuBupane,
npomeoAumuyHama akmuBiocm e 3Hawumeano no-sucka om masu B omcbemBue Ha
anmubuomuk. B Aumepamypama uma gannu nokasBawu npaBonponopuonasna
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3aBucumocm  Mekgy anmmubuomuynama akmuBaocm u  ekcmpaueayaapHama
npomeosumuysa akmuBaocm, kamo ce gonycka Bpb3ska Mekgy Bmopuynusi Mema6oauzbom
u npomeoaumuynama akmuBaocm (Ginther, 1979)., Poasma na npomeasume cnopeg
aBmopume, ce 3akalouaBa B ocueypsBanemo Ha amMuHOkuceAuHU 3a cuHmesama Ha
anmubuomuka uepamuuun om Streptomyces lactamdurans. VI3Becmno e cvwo maka, ue
nskou amunokuceaunu ca npeguiecmBeHuyu Ha egud om anmubuomuuyume (go6aBsa om
nac ek3ozenno koM cpegama), cuamesupan B Haii-2oaamo koaudecmBo om S. albogriseolus
444,

Kozamo B cpegama ne ce cbgbpkam Ca®*, no uma eksozenso gobaBen anmubuomuk,
cbwo ce HabalogaBa nomuckane Ha npomeasnama akmuBHocm, HO no- caabo B cpaBuenue
¢ moBa B npucecmBue na Ca* .

—&— Konmpoaa
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] - Ca2+
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(Quz.24. Edpekm na eksozenno goGaBen Huzepuuyun Bupxy akmuBHocmma: na
ekcmpaueayaapaume npomeasu, npogyuupasu npu gbaGouunno kyamuBupane na S.
albogriseolus 444 B Munepaana cpegal no I'ayze omcecmBue u B npucecmBue na kaauueBu
tionu (5mM CaCly).

3a nomBbpkgaBane na Bpwvzkama mexkgy cunmesupanemo Ha ekcmpaueayaapuu
npomeasu u anmubuomukoo6paszyBanemo 6e onpegeaena npomeosumuynama akmuBrocm
Ha HenpogykmuBrusi Bapuanm.
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(Que.25. CpaBuenue na npomeosumuusama akmuBuocm na S. albogriseolus 444 u S.
albogriseolus 444-0 kyamuBupanu B Munepaana cpega 1 no 'ayse B omcbemBue na kaauuil.
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Om ¢ue: 25 ce Bukga, ue S. albogriseolus 444-0 nokasBa snauumeano no-Hucko HuBo
1a ekempaueayaapaama npomeasna akmuBrnocm. Edpekma na Ca’* e cowus, kakmo u npu
npogykmuBrust Bapuanm. ITo-caabo e Bausinuemo na ek3ozenno go6aBenusi anmuGuomuk.
(Pue.26)
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" (Qu226. Bauwsmue na kaayueBume tonu u nHuzepuuun Bbpxy ekcmpaueayaapHama
npomeosumuusa akmuBuocm na S. albogriseolus 444-0. Afimubuomuksbm e gobaBen kbm
cpegama 3a kyamuBupane B konuenmpauust 10pg/ml.

HabalogaBan 6e u no-caab edekm na mpuncunoBus unxuGumop Bbpxy
akmuBrnocmma na cunmesupanume om S. albogriseolus 444-0, npomeasu. I[Togo6uo na
akmuBaus Bapuanm, unxubumopnus edekm e no-AcHO u3paseH cAeg gbAGOUUHHO
kyamuBupane na wama 8 npucbemBue na kaauueBu tionu u (uau) anmubuomuk.
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(Quz.27. Epekm na mpuncunoB unxubumop Bupxy npomeassa akmuBrocm npu S:
albogriseolus 444-0 B npoueca na gbabouunno kyamuBupane 8 Munepaana cpega 1 no
["ayse. TpuncunoBusim unxuGumop e go6aBen B konueampauus lug/ml B peakyuonnama
cpega npu onpegeasine npomeassama akmuBaocm npu cyGempam BATTHA.

Om npegcmaBenume go myk pesyamamu ce Bukga, ue epekmbm Ha kasuueBume

ilonu Bbpxy -akmuBrnocmma na npomeasume ce usmenst B 3aBucumocm om pacmesknama
(pa3a na kyamypama, B cbuemanue ¢ pakmopume Ha cpegama.
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2.3 Yacmuuno npeuucmBane na ekcmpauéaysapaume npomeasu, npogyRupaHu om
S. albogriseolus 444.

C uea oxapakmepusupane Ha ekcmpaueAayaaphust npomeasen komnaeke, npogyuupan
om §. albogriseolus 444 duampamume om kyAmypasHu mMeMHOCMU, NOAYYEHU CAeg
kyamuBupane na wama B cpega 6e3 kaayuii u cbe cbgbpkanue na kaayuii om 1,5 u 5 mM
Osixa konuenmpupanu ¢ PEG ( nosuemuaenzaukoa). IToayuenume 6eambunu npenapamu
Gsixa usnoasBanu s3a xpomamozpadcko pasgeasdHe upes BucokoepekmuBua meuna
xpomamozpadust (HPLC), 3a anaaumuuno oxapakmepusupane. [Toayuenume pesyamamu
ca npegcmaBenu na ¢ue.28 u 29. Om ¢ueypume ce Buxkga, ue go6aBsnemo na kaayueBu
tionu kbM kyamypaanama cpega npegusBukBa usmenenust B eayawuonnust npogua. Moxke
ga ce ombeseku, ue mosu epekm e Haii-cuaHO uspasen na 96-us u 168-s1 uac.
CaegoBameano Mozke ga ce npegnoaoxku, ue kaayueBumie tionu npegusBukBam usmenenus
8 komnonenmnusi cbcmaB nHa ekcmpaueayaapnus npomeoaumuden komnaeke, oco6eno
gobpe uspaseno npu nukoBeme, eayupawu ce mekgy 11 u 16 Mun.
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Quz.28. Xpomamozpadcko pasgeasne (upes HPLC) na konuenmpupanu 6eambusu
npenapamu om kyamypasnu meunocmu om S. albogriseolus 444, kyamuBupan na
cpega T'ayse (Ge3s kaauuil). YcaoBuima na pasgeassemo ca nocouenu B pasgea
“Mamepuaau u Memogu*,
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Qu2.29. Xpomamozpapcko pasgeamue (upes HPLC) na komuemmpupanu Geamrbumu
npenapamu om Kyamypaanu meunocmu om S. albogriseolus 444, kyamuBupan ua cpega ayse
(cSmM kaauuil). VcaoBuima wa pasgeasuemo ca nocouenu B pasgea “Mamepuasu u
Memogu*“. 1.5 mM Ca™* ¢ S mMCa**

Koumpoaa

1
—

E_J = 0:_' X Con . — -;mn »n:m [

(@u2.30. Xpomamozpadcko pasgeasne  (upes FPLC) na konuenmpupanu Geambusu
npenapamu om kyasmypassu meunocmu om S. albogriseolus 444, kyamuBupan na cpega Tayse (cl5s
u SmM CaCly). YcaoBusima na pasgeasnemo ca nocoyenu B pasgea “Mamepuaau u Memogu*“
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B caegBawus eman om npoueca Ha xpomamozpadcko uscaegBane Ge usnoasBana
tionoo6menna koaona Mono Q.(¢ue.30). Cebpanume Geambunu Ppakuuu caeg eayupane
Gsxa uscaegBanu 3a npomeosumuuHa akmuBrocm (cbc cybcmpam - kaseun). B
omcwemBue Ha kaauuii akmuBrocmma e aokaausupana B nukoBe 3 u 6, a B npucbemBue na
kaauuii anaaozuudume nukoBe He noka3Bam makaBa. IIpegBapumeanume pesyamamu Hu
gaBam ocnoBanue ga nanpaBum 3akalouenuemo, ue lionooOMeHnama xpoMamozpadusi €
nogxogAwW, Memog 3a pasgeasiie u ouucmBane na npomeasHust komnaeke , cuamesupad om
S. albogriseolus 444.

C konuenmpupanume npo6u om ¢uampamu Ha kyamypassu meunocmu ¢ naii-Bucoka
npomeosumuyna akmuBrocm npu cybecmpam BATTHA 6sxa npoBegenu npegBapumesnu
kusemuunu uscaegBanus. be onpegesena koncmanmama nHa Muxaeauc-Menmen 3a
cpogemBo kbM cybecmpama. Helinama pasMepHocm e 1,02.10* M. YcmanoBenomo Bucoko
cpogemBo kbMm cybempama Hu nosBoasBa ga 3akalouum, ue B ekcmpaueayaapHus
npomeosumuyen komnaeke, cunmesupan om S. albogriseolus 444 ce cvgbpkam mpuncus-
nogo6uu npomeasu. Tsxuama akmuBrocm ce noBaudBa om naauuuemo Ha kaauueBu tionu
B cpegama.

Ha6alogaBanomo om Hac MHO2000pasHo gelicmBue na kaauueBume ionu no
OMHOWEHIE HA Pa3AUMHU eH3uMu u Mopdoaozusima Ha S. albogriseolus 444 u wne2oBus
nuckonpogykmuBen Bapuanm gokasBam Beposmmama My poas kamo edekmop na
¢dusuoaczuuHUsT 0M20BOp Npu cmpenmoMuyemu.

Pasfupanemo Ha pezyaayusima Ha MemaGoausMa, B uwacmuocm kaauueBama
pezyaauusi u Bmopuunust MemaboausbM usuckBa komnaekcen nogxog. Taka mozam ga
6bgam gudepenyupadu ¢Gu3UOAOZUMHUME CUZHAAU U ga ce paskpusim pezysamopHume
MexaHusMu, koumo ca omeoBopHu 3a pacmexkno-zaBucumMama anmubuomuuHa cuHmesa
npu cmpenmoMuuemume. -

CpaBuumeanomo usyuaBane Ha gBama Bapuanma na wama- npogyuenm nokasBa, ue
pasauunume $u3uOAO2U4HU napamempu, koumo uscaegBaxme Beposimuo geticmByBam na
pasauudu HuBa B peeyaamopnume kackagu, dopmupawu egua caokua pezyaamopna
Mmpeka, epekmupawia Hadyaaomo Ha anmubuomuusama npogykuusi. Tasu cucmema e B
cvomBemcmBue ¢ Hykgume Ha cmpenmoMuUUEmMHUS WaM ¢a y3Hae, uUHme2pupa u
omzoBopu na MuokecmBomo cuznaau, koumo nocmbnBam kakmo om cpegama, maka om
camama kaemka. ToBa obsicasiBa, B usBecmna cmenen, HabalogaBanume om Hac pasaudus
8 akmuBsocmume Ha uscaegBanume ensumu om nbpBuuHus MemabuosusbM npu S.
albogriseolus 444 u nezoBus nuckonpogykmuBen Bapuanm. kakmo u pasauunus epekm na
komnonenmume Ha cpegama u kaayueBume tionu.

M3Bogu

B pesyamam Ha npoBegenume uscaegBanusg Mozam ga 6bgam nanpaBenu caeguume
usBogu:

1. AsmuSuomuunama Guocunmesa npu S. albogriseolus 444 ce ocvwecmBsaBa npu
gocmuzake onpegeAeHo cbomuoweHue 8 akmuBnocmma na ensumume, ocbwecmBaBauu
ycBosBanemo na 2alokosama (B kauecmBomo na eguacmBen Bbaaepogen usmounuk B
cpegamay.

2. Bucokume nuBa na akmuBnocm npu I'6(JIX, nupyBam kunazama u nuBomo na
ATQ B kaemkama, kopeaupam c¢ Hauaaomo Ha aHmubuomuunama npogykuug u
enepzoobesneuaBane.
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3. Paszpabomen € gocmbnen Memog 3a usoAupase u npeuucmBane na ensuma HAJ]
kunasa om S. albogriseolus 444. 3a nbpBu Nbm € U30AUPAH U YACMUYHO OXapakmepusupan
mo3u €H3UM om cmpenmomuuemen waM. Onpegeaena e Moaekyanama My maca- 141 219
Da.

4. Haii-Bucoka HAJT kunasna akmuBuocm e omuemena B BauaaHus eman Ha
anubuomuyHa npogykuus u npu gocmuzane Ha Helinust Makcumym. Ek3ozenno go6aBenussm
Huzepuyun cmumyaupa HAJI kunasnama akmuBrnocm, napaseano ¢ nomuckane
ycBosiBanemo na ¢ocdpamu om cpegama u ¢ nonukaBane nampynBanemo na 6uomaca u
npu gBama Bapuanma nHa wama.

5. 3a nvpBu nbm ca u3oAupaHU U 4YacmuyHO xapakmepusupaau 2 muna
membpannocBupsanu ATQasu-kaauuil u Maznesuii 3aBucuma, om cmpenmomMuuemen wam,
npogyuenm Ha noauemepen ammubuomuk. [lokazano e yuyacmuemo um B
enepzoszaBucumume npouecu npu S.albogriseolus 444 u mneeoBus nuckonpogykmuBen
Bapuanm.

6. Vceneumo e coalo6ususupan komnaekc F;, uyBemBumeaen kbM asug, koemo
gokasBa nasuuuemo na ATQaza om F mun npu S.albogriseolus 444.

7. KaauueBume tionu ca Bazken epekmop nHa pazauunu npouecu npu uscaegBanus om
Hac cmpenmomMuuemen wam: -Kasuuam cmuMyaupa npouecume Ha cnopyaauust Ha Wwama
u-nezoBus Bapuanm B meunu u azapoBu cpegu.

-KaauueBume tionu 8 konuenmpauust 1.5 mM u 30 mM usmenssm gunamukama Ha
nampynBane na 6uomaca npu gBama Bapuanma na wama Ge3s ga npomMeHnsm cbiecmBeno
nuBomo Ha anmubuomuyHa npogykuusi.

-YcBosBanemo na eksozennusi Ca“"e Haii -unmensuBuo npes nbpBume 24 uaca om
kyamuBupanemo ua S.albogriseolus 444 u neeoBusi nuckonpogykmuBen Bapuanm. B
npucbemBue Ha Huzepuuun uzuepnBanemo Ha Ca’* e noumu nbAHO.

-KaauyueBume  tionu  nomukaBam  akmuBHocmma Ha  cummesupanume
ckempaueaysapuu npomeasu npu S. albogriseolus 444 u seeoBusi HuckonpogykmuBen
Bapuanm.

8. S.albogriseolus 444 cunmesupa ekcmpaueayaaped npomeosumuues komnaeke , 8
chemaBa Ha kolimo ywacmBam  mpuncun-nogo6Hu npomeasu, xapakmepusupawu ce c
Bucoko cpogemBo kbm cy6empam BAITHA (Km-1.02.10* ).

9. Memaaonpomeasu U mpuncui-nogoGHU Npomeasu, CUHME3UPAHU Om
S.albogriseolus 444 ca omeoBophu 3a gudepenyupanemo Ha cybecmpamuusi Muues BoB
Bb3gywen u 3a popMupasemo Ha cnopu.

2+

CnpaBka 3a npunocume 8 gucepmavuonnus mpyg
B npegcmaBenama 3a samuma gucepmauust Mozam ga G'bgam NOCOYEHU CAEgHUME
npunoca:
1.Upes cpaBuumeanomo uscaegBane akmuBnocmma Ha ensumu, ysacmBauu B
pasaudnu kamaGosumnu nemuwa npu S. albogriseolus 444 u nez2oBust nuckonpogykmuBen
Bapuanm e ycmanoBeno, ue npouecbm Ha anmuGuomukooGpasyBane ce unuuuupa npu
gocmuzaHe Ha onpegeaeHo cbomuouwlieHue B akmuBnocmma Ha  eHsumume,
ocbuecmBsiBawu ycBosBanemo na 2alokozama. ITo mo3u navyun ce gonbaBam gannume 3a
B3aumogeticmBuemo My nbpBuden u Bmopuyen MemaboAu3HM U MEXaHUIMUmMeE Ha obwa u
cneyuduuna  pezyAauus, npu CMPENMOMUUEMU, NPOGYUEHMU HA  NOAUEMEPHU
anmubuomuuu.
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2. 3a nbpBu nbm' € U3oAUPaHA U YACMU4HO Oxapakmepusupana HAJI" kunasa om
cmpenmoMuuemen waM, kamo e npegaokeH gocmbnen Memog 3a U30AUpaHe U
npeuucmBane Ha eH3uMa.

" 3. 32 nvpBu nbm om CmpenmoMuuemu-npogyuesmu Ha aHmuGuomuuu ca
usoaupanu gBa muna Membpano-cBepsanu AT(Q-asu - Ca * Mg*" - 3aBucumu.

4. Nokaszana e poAadma Ha Ca**, ekcmpaueayaapHume npomeasu u cobcmBeno -
npogyuupanus asmubuomuk B8 npouecume Ha pezysauusd Ha gudepenuuauusima u
anmubuomukoobpasyBaremo npu Streptomyces albogriseolus 444.
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