Postepy Hig Med Dosw. (online), 2007; 61: 511-518 www.phmd.pl

e-ISSN 1732-2693

Received:  2007.05.22
Accepted:  2007.09.11
Published: 2007.09.28

Review

Molekularne aspekty nefrotoksycznosci antybiotykow
aminoglikozydowych

Molecular aspects of aminoglycoside nephrotoxicity

Bogustawa Konopska, Maria Warwas

Katedra i Zaktad Biochemii Farmaceutycznej Akademii Medycznej we Wroctawiu

Stowa kluczowe:

Streszczenie

Antybiotyki aminoglikozydowe to zwiazki bakteriobdjcze dziatajace szczegdlnie skutecznie na
bakterie Gram-ujemne. W niniejszym opracowaniu przedstawiono molekularny mechanizm ne-
frotoksycznosci tych antybiotykéw. Endocytoza kierowana receptorami odgrywa istotng role
w gromadzeniu si¢ aminoglikozydéw w kanalikach proksymalnych nerek, dlatego opisano bio-
chemiczne wtasciwosci dwéch gtéwnych receptoréw bioracych udziat w tym procesie, tj. mega-
liny i kubiliny. Przytoczono ponadto dane literaturowe dotyczace zapobiegania nefrotoksyczno-
Sci wywolanej aminoglikozydami z wykorzystaniem m.in. agonistow megaliny i fosfolipidéw.

aminoglikozydy * nefrotoksycznos¢ * megalina * zasadowe peptydy

Summary

Aminoglycosides are potent bactericidal antibiotics particularly active against aerobic Gram-ne-
gative bacteria. This review focuses on the recent concept of a molecular understanding of ami-
noglycoside-induced nephrotoxicity. As receptor-mediated endocytosis plays an important role
in the accumulation of aminoglycosides in renal proximal tubules, the biochemical properties of
the two main receptors, megalin and cubilin, involved in this process are described. Literature
data on megalin and acidic phospholipids as potential targets for preventing aminoglycoside-in-
duced nephrotoxicity are also presented.
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CHARAKTERYSTYKA CHEMICZNA AMINOGLIKOZYDOW

Antybiotyki aminoglikozydowe naleza do niskoczastecz-
kowych zwiazkéw chemicznych, ktérych charakterystycz-
na cecha jest obecno$¢ aminocukréw potaczonych wiaza-
niem glikozydowym z pierscieniem heksozy, najczesciej
w postaci streptaminy, streptydyny lub 2-deoksystrepta-
miny. Jedynie spektynomycyna, uwazana za aminogliko-
zyd, nie zawiera w swej budowie aminocukru. Wigkszos$¢
aminoglikozydéw to naturalnie wystgpujace substancje
wytwarzane przez promieniowce z rodzaju Streptomyces
oraz Micromonospora. Pétsyntetyczne pochodne z rodza-
ju Streptomyces, takie jak: amikacyna, netilmycyna, di-
bekacyna, isepamycyna oraz arbekacyna, maja koncow-
ki -cyna, podczas gdy oryginalne pochodne z rodzaju
Micromonospora maja konicowki -mycyna, np. neomycy-
na, tobramycyna, paromomycyna.

W zaleznosci od potozenia wigzan glikozydowych w obre-

bie czasteczki, wyrdznia si¢ trzy podstawowe grupy:

e grupg streptomycyny, zawierajaca streptydyng (strepto-
mycyna i spektynomycyna);

e grupe neomycyny, 4,5-dipodstawione pochodne 2-de-
oksystreptaminy (neomycyna, paromomycyna);

e grupe kanamycyny, 4,6-dipodstawione pochodne 2-deok-
systreptaminy, do ktérych nalezg najbardziej uzyteczne
klinicznie gentamycyna, tobramycyna, amikacyna oraz
netilmycyna [21].

Sposréd jedenastu dostgpnych aminoglikozyddéw, najcze-
Sciej stosuje si¢ gentamycyng, tobramycyng, netilmycy-
ne¢ i amikacyng.

Czasteczki aminoglikozydéw sa silnie spolaryzowane
i maja dodatni fadunek elektryczny. Charakteryzuja sie
dobra rozpuszczalnoscia w wodzie, wzglednie staba roz-
puszczalnoscia w lipidach i silniejsza aktywnoscia przeciw-
drobnoustrojowa w srodowisku zasadowym. W rezultacie
aminoglikozydy sa wchlaniane z jelit w stopniu minimal-
nym i stabo dyfunduja przez barier¢ krew-mézg [10].

Przeciwbakteryjne wlasciwosci aminoglikozydéw wyni-
kaja ze struktury chemicznej. Dzigki duzemu dodatnie-
mu tadunkowi tatwo wiaza si¢ z ujemnie natadowany-
mi lipopolisacharydami §cian komérek bakteryjnych oraz
réznymi wewnatrzkomérkowymi i blonowymi czastecz-
kami o charakterze anionéw, takimi jak DNA, RNA i fos-
folipidy [13].

MECHANIZM | ZAKRES DZIALANIA

Gléwny mechanizm dziatania aminoglikozydéw polega
na zaburzeniu translacji przez trwate wiazanie si¢ z pod-
jednostka 30S rybosomu bakteryjnego lub/i wiazaniu si¢
z biatkami rybosomalnymi, co skutkuje Smierciag komor-
ki. Wsrdd innych sposobow dziatania przeciwbakteryjnego
tych lekéw wymienia si¢ dezintegracj¢ btony komdrkowe;j
i wzrost jej przepuszczalnosci dla jonéw, zaburzenie synte-
zy DNA i RNA w komérce. Zasadniczym etapem poprze-
dzajacym zwiazanie antybiotyku z rybosomem jest aktyw-
ny transport leku do komoérki bakteryjnej, zalezny od tlenu
i energii. Transport ten jest zahamowany w warunkach bez-
tlenowych i przy niskim pH. Wychwyt aminoglikozydéw
przez drobnoustroje, zwtaszcza przez Gram-dodatnie zia-

renkowce, ulega nasileniu w obecnosci zwiazkéw zabu-
rzajacych syntez¢ bakteryjnej Sciany komdrkowej, tj. an-
tybiotykéw beta-laktamowych i wankomycyny. Dziatanie
przeciwbakteryjne aminoglikozydéw zalezy od ich stgzenia
w ognisku zakazenia i jest tym silniejsze, im wigksze stg-
zenie leku. Ponadto aminoglikozydy wywieraja tzw. efekt
poantybiotykowy - dzialanie bakteriobdjcze utrzymuje si¢
nawet wtedy, gdy stezenie leku w surowicy spada ponizej
minimalnego stgzenia hamujacego [13].

Wszystkie aminoglikozydy maja podobny zakres aktywno-
Sci, obejmujacy przede wszystkim tlenowe pateczki Gram-
ujemne. Sa réwniez aktywne wobec niektérych szczepow S.
aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa i M. tuberculosis. Nie
zwalczaja zakazen bakteriami beztlenowymi. Niewielka ak-
tywnos¢ wobec ziarenkowcéw Gram-dodatnich sprawia, ze
aminoglikozydy musza by¢ zazwyczaj kojarzone z innymi
antybiotykami, najczgsciej beta-laktamami. Skojarzenie ta-
kie poteguje dziatanie bakteriobdjcze wobec ziarenkowcéw
Gram-dodatnich, w tym Enterococcus, zmniejsza czgstos¢
selekcji szczepéw opornych oraz zapewnia zwigkszenie ak-
tywnosci przeciwbakteryjnej wobec bakterii Gram-ujem-
nych, zwtaszcza Pseudomonas aeruginosa, gronkowcoéw
oraz niektorych pratkow. Antybiotyki aminoglikozydowe
sg powszechnie stosowane do leczenia cigzkich zakazen
bakteriami Gram-ujemnymi. Dotyczy to zwlaszcza infek-
¢ji szpitalnych, posocznic, zakazen bedacych powiktaniem
rozlegtych oparzen i zakazen uktadowych. Streptomycyna
stosowana jest w leczeniu tularemii, gruzlicy, czy dzumy;
gentamycyna, amikacyna i netilmycyna w zapaleniu ptuc
1 sepsie; paromomycyna w czerwonce bakteryjnej; spekty-
nomycyna w rzezaczce, a neomycyna w leczeniu ran, opa-
rzen, owrzodzen i dermatoz [10].

W poréwnaniu z antybiotykami beta-laktamowymi amino-

glikozydy maja znacznie wezszy zakres dziatania, ale rza-

dziej indukuja opornosé wsrdd bakterii. Istnieja 3 gtéwne
mechanizmy opornosci na aminoglikozydy:

e zmniejszenie powinowactwa podjednostki 30S ryboso-
mu do antybiotyku (najczesciej na skutek mutacji bak-
teryjnego DNA), ale takze 16S rRNA oraz bialek rybo-
somalnych;

e zmniejszenie transportu antybiotyku do wnetrza komor-
ki bakteryjnej na skutek uruchomienia pompy usuwaja-
cej lek (dotyczy to przede wszystkim gronkowcow i pa-
teczek z rodzaju Pseudomonas);

* modyfikacja aminoglikozydéw przez enzymy kodowa-
ne plazmidowo.

Najczestszym i najwazniejszym mechanizmem opornosci
jest enzymatyczna modyfikacja antybiotyku. Biora w niej
udziat trzy acetylotransferazy, cztery adenylotransferazy
i pi¢¢ fosfotransferaz. Enzymy te wykazuja swoistos$¢ sub-
stratowa, a ich geny sa czgsto umiejscowione na plazmi-
dach; dzigki temu mozliwe jest nabywanie opornosci na
aminoglikozyd przez drobnoustroje. Niektdre z tych gendw
wystepuja rowniez na transpozonach i integronach, czego
skutkiem jest szybkie rozprzestrzenianie si¢ ich na pozio-
mie czasteczkowym. Gentamycyna i tobramycyna podle-
gaja dziataniu przynajmniej kilku enzymoéw, co czgsto po-
woduje opornos¢ krzyzowa bakterii na te leki. Netilmycyna
jest modyfikowana przez cztery enzymy, natomiast ami-
kacyna tylko przez jeden, dzigki czemu wykazuje aktyw-
nos¢ wobec wielu gentamycynoopornych pateczek z ro-
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dziny Enterobacteriaceae oraz wielu opornych szczepéw
P. aeruginosa [13].

FARMAKOKINETYKA | METABOLIZM

Poszczegdlne aminoglikozydy maja wiele wspdlnych wta-
Sciwosci farmakokinetycznych. Zwiazki te w niewielkim
stopniu wiaza si¢ z biatkami osocza i bardzo stabo wchta-
niaja si¢ z przewodu pokarmowego, dlatego w celu za-
pewnienia odpowiedniego stgzenia we krwi nalezy je
podawac pozajelitowo. Po takim podaniu objetos¢ dystry-
bucji aminoglikozydéw odpowiada w przyblizeniu wiel-
kosci przestrzeni zewnatrzkomoérkowej. Zmiana objetosci
ptynu zewnatrzkomérkowego (np. w przypadku odwod-
nienia, zastoinowej niewydolnosci serca lub wodobrzu-
sza) prowadzi do zmiany objetosci dystrybucji antybioty-
ku i wowczas bywa konieczna modyfikacja dawkowania.
Ze wzgledu na spolaryzowang strukture czasteczki amino-
glikozydy stabo przenikaja przez blony biologiczne i sto-
sowane ogélnie osiagaja mate st¢zenie we wnetrzu ko-
morek. Stosunkowo dobrze przenikaja do tkanki kostnej,
pltynu maziowego i otrzewnej. Nie nalezy podawaé tych
antybiotykéw dzieciom ponizej 3 roku zycia i osobom po-
wyzej 65 lat, a takze przy niewydolnosci nerek i watro-
by, uposledzeniu stuchu, niedroznosci jelit i w ciazy. Nie
nalezy tez powtarzac terapii aminoglikozydem w krétkim
odstepie czasu [10].

Aminoglikozydy sa szybko wydalane z ustroju, gtéwnie
w wyniku filtracji klgbuszkowej. U 0s6b dorostych z pra-
widiowa czynnoscia nerek okres biologicznego péttrwa-
nia aminoglikozydéw we krwi wynosi okoto 2 godziny,
istnieja jednak bardzo duze réznice osobnicze. Spozycie
pokarmoéw bogatobiatkowych zwigksza klirens tych lekéw.
Okres biologicznego péitrwania ulega wydluzeniu wraz
z pogarszaniem si¢ czynnosci nerek, a w schytkowej nie-
wydolnosci nerek moze przekraczac 24 godziny. Natomiast
stgzenie tych antybiotykéw w moczu 0séb z prawidlowa
czynnoscig nerek znacznie (nawet 100-krotnie) przekra-
cza stezenie w surowicy [10]. W celu zminimalizowania
dziatania toksycznego przy leczeniu antybiotykami ami-
noglikozydowymi wymagana jest kontrola funkcji nerek,
polegajaca na oznaczaniu wielkosci przesaczania kigbusz-
kowego (GFR — glomerular filtration rate), aktywnosci en-
zyméw lizosomalnych i enzyméw rabka szczoteczkowe-
go w moczu [23].

Zalety terapii antybiotykami aminoglikozydowymi to:
szybkie dzialanie bakteriobdjcze, wzglednie niski koszt
leczenia, stabilno$¢ przy przechowywaniu, szeroki zakres
dziatania, brak reakcji uczulajacych i synergizm z innymi
antybiotykami. Do wad zaliczyé mozna: zte wchtanianie
po podaniu doustnym, nieaktywnos¢ wobec bakterii bez-
tlenowych, waski indeks terapeutyczny i stosunkowo duza
toksycznos¢ [13].

0BJAWY KLINICZNE | MORFOLOGICZNE NEFROTOKSYCZNOSCI
ANTYBIOTYKOW AMINOGLIKOZYDOWYCH

Dodatni tadunek aminoglikozydéw w warunkach fizjo-
logicznego pH jest takze Zrédiem ich toksycznosci, ktéra
podzieli¢ mozna na cig¢zka (ototoksycznos¢ przedsionko-
wa 1 stuchowa, nefrotoksyczno$¢, hamowanie przewod-
nictwa nerwowo-mig$niowego) i tagodna (goraczka pole-

kowa, osutka). W przeciwienistwie do nefrotoksycznosci,
skutki dziatania ototoksycznego (zaréwno uszkodzenie
narzadu przedsionkowego, jak i §limaka) sa nieodwracal-
ne. Doktadny mechanizm ototoksycznosci opisany jest
w pracach przegladowych [24,29]. Blokada przewodnic-
twa nerwowo-migsniowego jest rzadkim, ale powaznym
powiktaniem, wystgpujacym niemal wytacznie w wyniku
plukania otrzewnej roztworem zawierajacym duza dawke
antybiotyku lub w nastgpstwie szybkiej iniekcji dozylnej
[1]. W niniejszym opracowaniu ograniczymy si¢ do ne-
frotoksycznosci.

Jak juz wezesniej wspomniano, aminoglikozydy stabo wig-
73 si¢ z bialkami krwi i fatwo ulegaja przesaczaniu kig-
buszkowemu, wskutek czego sa wydalane z organizmu
w niezmienionej postaci. Wigkszos¢ antybiotyku podane-
go dozylnie jest wydzielana do moczu, przy jednoczesnej
wybidrczej kumulacji leku w korze nerki (okoto 10% daw-
ki). Ze wzgledu na rézny stopien gromadzenia si¢ amino-
glikozydow w nerkach, ich sita toksycznego dziatania jest
rozna i przedstawia si¢ nastgpujaco: neomycyna > para-
momycyna > gentamycyna > amikacyna = kanamycyna >
tobramycyna > netilmycyna. Streptomycyna rzadko powo-
duje uszkodzenie nerek [23]. Wiele badar in vivo i in vitro
poswigcono na zbadanie mechanizmu wchtaniania zwrot-
nego aminoglikozydéw w nerkach oraz wyjasnienie mole-
kularnych podstaw ich nefrotoksycznosci. Poczatkowo sa-
dzono, ze za wigzanie antybiotykéw aminoglikozydowych
do nabtonka kanalika proksymalnego sa odpowiedzialne
gtéwnie kwasne fosfolipidy obecne w btonie komdrko-
wej, tzn. kwas fosfatydowy, fosfatydyloinozytolo-4,5-di-
fosforan, fosfatydyloinozytolo-4-monofosforan i fosfaty-
dyloseryna [27]. Jednakze powszechnos$¢ wystgpowania
fosfolipidéw, stanowiacych gtéwny sktadnik bton biolo-
gicznych, w zestawieniu z niemal wybidrcza kumulacja
aminoglikozydéw w komdrkach nabtonka kanalikowego
nerki wskazywal na udzial innych czynnikéw w tym pro-
cesie. Obecnie podkresla si¢ duza rol¢ megaliny, receptora
rodziny LDL, w metabolizmie zasadowych antybiotykéw
w nerkach [16,20]. Po zwiazaniu przez megaling amino-
glikozydy trafiaja do wnetrza komorek nabtonka kanali-
ka nerkowego, gdzie ulegaja fuzji z lizosomami. W silnie
kwasnym Srodowisku lizosomu aminoglikozydy ulegaja
uprotonowaniu, uzyskujac duze powinowactwo do ujemnie
natadowanych struktur komérkowych. We wnetrzu lizoso-
mow obecne sg takze liczne fragmenty bton komérkowych
pochodzace z procesu fagocytozy. Kwasne fosfolipidy bto-
nowe, po zwigzaniu przez antybiotyki aminoglikozydo-
we, traca zdolno$¢ ptynnego przemieszczania si¢ w bto-
nie i tworza agregaty, co powoduje obnizenie aktywnosci
fosfolipaz. Konsekwencja zahamowania fosfolipaz w lizo-
somach jest fosfolipiduria i fosfolipidoza. Obecnos¢ anty-
biotyku w komérkach nabtonka kanalikéw proksymalnych
nerki prowadzi do zmian strukturalnych oraz uposledze-
nia funkcjonowania bton komérkowych, mitochondriéw
i lizosoméw. Przy niewielkich dawkach wczesne zmiany
obejmuja gromadzenie si¢ fosfolipidéw w lizosomach, za-
hamowanie aktywnosci enzymow lizosomalnych, zmniej-
szenie wchtaniania zwrotnego niskoczasteczkowych biatek
ze $wiatla kanalika proksymalnego oraz wyptukiwanie en-
zyméw btonowych obecnych w rabku szczoteczkowatym.
W pdéZniejszym okresie obserwuje si¢ apoptozg komorek
nablonka kanalikowego, bialkomocz, hipoosmotyczny
wielomocz i ostatecznie obnizenie przesaczania kigbusz-

513



Postepy Hig Med Dosw (online), 2007; tom 61: 511-518

kowego. W badaniach morfologicznych mozna zauwazy¢
skutki kompensacji, tzn. proliferacj¢ nabtonka kanaliko-
wego, rozplem komorek rdzenia nerki z ogniskowymi na-
ciekami przez komérki zerne. Przy duzych dawkach anty-
biotyku aminoglikozydowego pojawiaja si¢: uszkodzenie
btony komdérkowej i ucieczka jonéw, zaburzenie transpor-
tu aktywnego i dziatania pomp jonowych, spadek resorp-
cji wody, wodoroweglanéw i glukozy, zahamowanie fos-
folipazy C i wytwarzania energii w mitochondriach [23].
Leczenie aminoglikozydami moze indukowa¢ zwigkszo-
ne wydalanie z moczem naturalnych ligandéw megaliny
na skutek konkurencyjnego hamowania ich wiazania si¢
z receptorem. W ten sposob dochodzi m.in. do kalciurii.
Zaburzenie gospodarki wapniem dodatkowo moze by¢
spowodowane zahamowaniem dokomdrkowego transpor-
tu biatka wiazacego witaming D i zmniejszeniem syntezy
aktywnej witaminy D przez komdrki kanalikowe [20]. Co
wigcej, antybiotyki aminoglikozydowe sa agonistami re-
ceptoréw wapniowych obecnych w komérkach nabtonka
kanalikow proksymalnych nerek. W wyniku pobudzenia
tych receptoréw przez lek dochodzi do uwolnienia jonéw
Ca*? z wewnatrzkomérkowych magazynéw i aktywacji ki-
naz biatkowych. W efekcie dochodzi do nadmiernej pro-
liferacji komoérek nabtonka kanalikowego, a przy dtuzszej
ekspozycji na aminoglikozyd, do uruchomienia sygnatéw
apoptotycznych [32].

MoZLiwo$cl ZAPOBIEGANIA NEFROTOKSYCZNOSCI
AMINOGLIKOZYDOW

W przypadku leczenia antybiotykami aminoglikozydowy-
mi nalezy uwzgledni¢ czynniki, ktére zwigkszaja ryzyko
uszkodzenia nerek (tab. 1). Wiele badan doswiadczalnych
i klinicznych wskazuje, ze dawkowanie antybiotykéw ami-
noglikozydowych jeden raz na dobg jest tak samo skutecz-
ne terapeutycznie jak dawkowanie konwencjonalne, nato-
miast niesie mniejsze ryzyko dziatan toksycznych dzigki
mniejszemu st¢zeniu leku w surowicy w przerwach mig-
dzy kolejnymi dawkami. Skutkiem tego jest wolniejszy
wychwyt aminoglikozydu przez korg nerki i stad mniejsza
toksycznos¢ przy zachowanej aktywnosci przeciwbakteryj-
nej. Ze wzgledu na znaczne réznice objgtosci dystrybucji,
fizjologii nerek i stanu klinicznego pacjentéw, w celu za-
pewnienia odpowiedniego maksymalnego stgzenia w su-
rowicy i uniknigcia dziatania toksycznego, u wszystkich
chorych leczonych aminoglikozydami wedlug tradycyj-
nego schematu dawkowania (2-3 razy na dobg) wskaza-
ne jest monitorowanie st¢zenia antybiotyku w surowicy.
Wprowadzenie szybkich, zautomatyzowanych metod po-
miaru stezenia lekow znacznie ulatwilo monitorowanie
terapii 1 dostosowywanie dawkowania do indywidualnych
potrzeb chorego. Wsréd technik wykrywania obecnosci
aminoglikozydéw we krwi, mleku, moczu i tkankach wy-
r6zni¢ mozna testy mikrobiologiczne, chromatografi¢ ga-
zowa, wysokoci$nieniowa chromatografi¢ cieczowa oraz
test immunoenzymatycznej fazy statej — ELISA. Sposréd
tych metod oznaczania najpopularniejsza stata si¢ ELISA,
dzigki swej duzej czulosci, prostocie oraz mozliwosci za-
stosowania do badania duzej liczby matych probek. W oce-
nie stgzenia leku w surowicy zasadnicza rolg odgrywa
moment pobrania prébki krwi do analizy. Maksymalne
stgzenie aminoglikozydu nalezy okresla¢ w prébce po-
branej 1/2 godziny po zakonczeniu 30-minutowego wlewu
dozylnego lub godzing po wstrzyknigciu domig$niowym.

Stezenie podstawowe mierzy si¢ bezposrednio przed ko-
lejnym podaniem leku [14].

Podawanie kwaséw poliaminowych wraz z antybiotykami
amnioglikozydowymi zapobiega wigzaniu si¢ leku z fosfo-
lipidami w lizosomach i zmniejsza jego toksycznosc¢ [23].
Ochronne dziatanie aminoguanidyny, silnego antyutlenia-
cza, polega nie tylko na neutralizacji wolnych rodnikéw tle-
nowych, lecz réwniez na hamowaniu syntazy tlenku azo-
tu, ktérej produkt moze wtérnie generowaé powstawanie
nadtlenkéw. Skuteczno$¢ aminoguanidyny w zapobiega-
niu nefrotoksycznosci aminoglikozydéw zostata potwier-
dzona w badaniach na zwierzetach [22]. Podobnie ochron-
ne dziatanie wydaje si¢ mie¢ suplementacja diety jonami
wapnia, ktére moga zaburzad interakcj¢ antybiotykéw ami-
noglikozydowych z ujemnie natadowanymi fosfolipidami
bton komérek nabtonka kanalikowego [12].

IMIEGALINA | KUBILINA JAKO ENDOCYTARNE RECEPTORY RABKA
SZCZOTECZKOWATEGO NERKI

Dzieki swoim niewielkim rozmiarom biatka niskocza-
steczkowe (10-50 kDa) swobodnie przechodza przez filtr
ktebuszkowy nerek i sa nastgpnie wchtaniane w czesci
proksymalnej kanalikéw kretych. Podstawowym mecha-
nizmem resorpcji bialek niskoczasteczkowych jest endo-
cytoza z udzialem receptoréw [31]. Nerki uczestnicza row-
niez w metabolizmie ksenobiotykéw, w szczegdlnosci tych
o charakterze zasadowym. Takze i w tym przypadku pro-
ces zachodzi z udziatem receptoréw endocytarnych na-
btonka kanalikéw proksymalnych [19].

Endocytoza rozpoczyna si¢ od zwiazania biatkowego li-
ganda z receptorem komorek nabtonka kanalikowego od
strony Swiatla kanalika. Nast¢pnie receptory gromadza si¢
w optaszczonych klatryna dotkach u podstawy mikroko-
smkow rabka szczoteczkowatego nabtonka kanalikowego.
Uformowane dotki odrywaja si¢ w postaci pecherzykow.
W procesie tym bierze udzial klatryna, biatka adaptoro-
we i inne biatka wewnatrzkomérkowe, odpowiedzialne za
powstawanie i dojrzewanie endosoméw. Dzigki dziataniu
btonowej pompy protonowej, wnetrze pgcherzykéw jest
zakwaszane, co powoduje oddysocjowanie liganda od re-
ceptora. Wolne receptory powracaja do btony komérkowej,
gdzie moga wiazaé kolejne czasteczki. Wchtonigte biat-
ka sa w wigkszosci rozktadane przez enzymy lizosomal-
ne. Cz¢s$¢ z nich poprzez transcytoze moze by¢ uwalnia-
na do krazenia po stronie podstawnej komorek nabtonka.
Dla wielu biatek niskoczasteczkowych zidentyfikowano
dwa receptory rabka szczoteczkowatego nabtonka kanali-
kowego, megaling i kubiling. Sa to koreceptory, ulegajace
ekspresji w bliskim sasiedztwie i majace cz¢s¢ wspdlnych
ligandéw. Te dwa wspdtpracujace ze soba biatka wykazu-
ja duze réznice strukturalne [7].

W niniejszym opracowaniu omawiajac te receptory ogra-
niczono si¢ do informacji zwigzanych z nefrotoksyczno-
Scig aminoglikozyddéw. Historig badan, szczegétowa cha-
rakterystyke molekularng megaliny i1 kubiliny oraz peina
liste wigzanych ligandéw przedstawiaja prace przeglado-
we [7,8,31].

Megalina jest duza transbtonowa glikoproteina o masie
czasteczkowej okoto 600 kDa, nalezaca do rodziny recep-
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Tabela 1. Czynniki wptywajace na nefrotoksycznos¢ aminoglikozyddw [23]

Wiek

starsze osoby maja zazwyczaj mniej sprawne nerki

Stan kliniczny

posocznica, kwasica oraz zmniejszenie objetosci ptynéw ustrojowych zwiekszaja ryzyko uszkodzenia nerek

Schemat dawkowania

podawanie wigkszych dawek antybiotyku raz na dobe zmniejsza stopien kumulacji leku w nerkach

Droga podania

wskazane jest podanie dozylne, gdyz nerkowa kumulacja aminoglikozydéw jest procesem wysycalnym

Pora podania

optymalne jest podawanie aminoglikozydow w godzinach popotudniowych po positku, poniewaz
obserwowany wéwczas wzrost pH moczu wptywa na zmniejszenie wchtaniania leku w nerkach

Dtugos¢ leczenia

dhuzszy okres terapii (konieczny m.in. w zapaleniu wsierdzia) zwieksza ryzyko toksycznego uszkodzenia nerek

Interakgje z innymi lekami

jednoczesne podawanie antybiotykdw aminoglikozydowych z wankomycyna, cefalosporyna,
amfoterycyna, cyklosporyna, cisplatyna, zwiazkami litu nasila dziatanie nefrotoksyczne

toréw lipoprotein o niskiej gestosci. Miejsce wiazace li-
gand tworzy zewnatrzkomorkowa domena, zawierajaca
cztery obszary bogate w cysteing. Region wigzacy jest od-
dzielony od czgsci zakotwiczajacej przez kilka powtérzen
sekwencji podobnej do naskérkowego czynnika wzrostu
(EGF) oraz fragment ubogi w cysteing, zawierajacy mo-
tywy YWTD (Tyr-Trp-Thr-Asp). Ten ostatni odcinek jest
odpowiedzialny za zalezna od jonéw wodorowych dyso-
cjacje receptora od liganda w kwasnym srodowisku en-
dosomu. Cytoplazmatyczna czgs$¢ zawiera dwa motywy
NPXY (Ans-Pro-X-Tyr, gdzie X oznacza¢ moze kazdy
aminokwas), ktére posredniczgq w zaggszczaniu receptoréw
w optaszczonych dotkach i tym samym rozpoczynaja pro-
ces endocytozy. Te oraz inne fragmenty cytoplazmatyczne
sg tez prawdopodobnie zwigzane z funkcjami sygnaliza-
cyjnymi petnionymi przez megaling. Megalina podlega re-
gulowanej wewnatrzblonowej proteolizie (regulated intra-
membrane proteolysis — RIP). W wyniku przeksztatcenia
regulowanego przez kinaze biatkowa C oraz przemieszcze-
nia si¢ domeny zewngtrznej, zaleznej od metaloproteinaz,
powstaje potaczony z btona C-konicowy fragment megali-
ny, ktéry jest substratem gamma-sekretazy. Megalina jest
zatem centralnym punktem drogi sygnatlowej (podobnej do
drogi receptora Notch) taczacej wchtanianie zwrotne bia-
fek z regulacja genowa w komoérkach nabtonkéw proksy-
malnych nerki [4,36].

Kubilina jest zewnatrzbtonowa glikoproteing o masie cza-
steczkowej okoto 460 kDa. W odréznieniu od megaliny nie
ma domeny transblonowej. Zbudowana jest ze 110-ami-
nokwasowego N-korica, po ktéorym nastgpuje 8 fragmen-
téw EGF-podobnych oraz 27 domen CUB (complement
Cl1r/Cls, uegf, and bone morphogenic protein-1), obsza-
réw podobnych do biatek dopetniacza, peptydéw z jezow-
ki morskiej (sea urchin) i biatek charakterystycznych dla
morfogenezy szpiku. N-koniec odpowiada za zakotwicze-
nie biatka w btonie. Kazda domena CUB sktada si¢ ze 110
reszt aminokwasowych. Struktur¢ domeny CUB charakte-
ryzuja dwie warstwy pieciu przeciwlegtych ptaszczyzn B,
potaczonych réwniez przez struktury 3, ktére stanowia naj-
bardziej konserwatywny obszar i sa prawdopodobnie od-
powiedzialne za wigzanie liganda [7].

Megalina, jako receptor transbtonowy, moze dziata¢ samo-
dzielnie, natomiast internalizacja kubiliny i jej ligandéw,
przynajmniej w czgsci, zachodzi po zwiazaniu z megali-

na. Oba te receptory do swej petnej aktywnosci wymagaja
jonéw wapnia. Nerkowa ekspresja megaliny i kubiliny jest
ograniczona do kanalikéw proksymalnych. Megalina wyste-
puje ponadto w podocytach kigbuszkéw nerkowych [31].

Do wspélnych ligandéw megaliny i kubiliny naleza: biat-
ko wiazace witaming D, lekkie faricuchy immunoglobu-
lin, hemoglobina, mioglobina, albumina oraz biatko wia-
zace receptor (receptor-associated protein — RAP). Wsréd
ligandéw megaliny znajduja si¢ hormony (insulina, pro-
laktyna, parathormon), enzymy (lizozym, cytochrom c,
oa-amylaza), inhibitory enzyméw (inhibitory aktywato-
réow plazminogenu, aprotynina, cystatyna C) oraz biatka
odpowiedzialne za wchtanianie witamin i jonéw (transko-
balamina, laktoferryna). Kubilina jest rtéwniez receptorem
wieloligandowym i poza ligandami wspdlnymi z megali-
na wiaze biatko wydzielnicze komoérek Clara, apolipopro-
teing A-I, lipoproteiny HDL, kompleks IF-witamina B,
i transferryng. W ostatnich latach lista zwiazkow wiaza-
nych przez megaling poszerzyla si¢ m.in. o apolipoprote-
ing M [9], leptyne [34], koricowe produkty glikacji biatek
[25], metalotioneiny [15,35], angiotensyng II [11], biatko
wiazace kwas foliowy [5].

Megalina i kubilina sg istotne w prawidiowej reabsorpcji
biatek w kanalikach proksymalnych nerek. W warunkach
fizjologicznych, dzigki aktywnosci tych receptoréw, zostaja
odzyskane z moczu pierwotnego wazne biologicznie sub-
stancje, m.in. aminokwasy, witaminy i mineraly. W stanach
zwigkszonego przesaczania biatek do moczu pierwotnego,
wskutek nasilonej endocytozy, do komorek nabtonka trafia
ilos¢ biatek przekraczajaca wydolnos¢ aparatu lizosomal-
nego. Wynikiem niekontrolowanego wzrostu aktywnosci
kwasnych proteaz w komérce lub bezposredniego dziata-
nia toksycznego niektérych wchtonigtych biatek (generacja
wolnych rodnikéw, indukcja czynnikéw zapalnych i mito-
gennych) jest uszkodzenie kanalikéw nerkowych i rozwdj
niewydolnosci nerek z przeciazenia [8]. W przypadku prze-
tadowania albuming dochodzi do zmniejszenia ekspresji
megaliny, spadku aktywnosci blonowej kinazy biatkowej B
i fosforylacji biatka Bad, co prowadzi do indukcji apoptozy
w komérkach proksymalnych nerki [6]. Podobny patome-
chanizm moze odpowiada¢ za rozwdj nefropatii w szpicza-
ku mnogim (toksyczne dziatanie taiicuchéw lekkich) [3],
cukrzycy czy zespole metabolicznym (uszkodzenie nerek
przez koncowe produkty glikacji) [26].
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Tabela 2. Zestawienie wynikow dotyczacych hamowania wigzania aminoglikozydéw w nerkach

Kompetytor wigzania

Model doswiadczenia aminoglikozydu

Whioski

Badania in vivo biatko RAP (receptor-associated

mimo duzego powinowactwa do megaliny (Kd=8 nM) biatko
RAP stabo hamowato wchfanianie gentamycyny w kanalikach

protein) proksymalnych nerki szczurzej, co thumaczono odmienna dostepnoscia
domen wigzacych dla tych zwiazkéw [16]
Badania in vivo lizozym gentamycyna konkurowata z lizozymem o miejsca wigzace

w kanalikach nerek w sposb zalezny od stezenia [17]

Badania in vivo (szczury, myszy)  lizozym, aprotynina, cytochrom c

cytochrom ¢ najskuteczniej hamowat kumulacje gentamycyny w korze
nerki, a dziatanie to byto zalezne od dawki i nie wptywato na osoczowe
stezenie antybiotyku [33]

krétkotaicuchowe peptydy
pochodne cytochromu ci biatek
regulatorowych aktyny

Badania in vitro (komorki
znerek oposa) i in vivo

silne hamowanie nerkowej akumulacji gentamycyny przez zasadowe
peptydy wynikato z jednoczesnego uposledzenia wigzania antybiotyku
z kwasnymi fosfolipidami bfonowymi i receptorami endocytarnymi
nabtonka kanalikowego [33]

peptyd N-WASP (neural Wiskott-
-Aldrich syndrome protein) i jego
warianty

Badania in vitro (rabek
szczoteczkowaty nerki szczura)

hamowanie wigzania gentamycyny do rabka szczoteczkowatego
nerki przez zasadowe peptydy zachodzito gtéwnie przez blokowanie
oddziatywar leku z megaling. O powinowactwie zwiazkéw

do megaliny decyduje przede wszystkim obecno$¢ o-helisy

w czasteczce [18]

MEGALINA JAKO CEL ZAPOBIEGANIA NEFROTOKSYCZNOSCI

W 1995 roku Moestrup i wsp. [16] doniesli, ze aminogli-
kozydy oraz inne zasadowe leki (polimiksyna B, aproty-
nina) wiaza si¢ w warunkach in vitro z megaling komé-
rek nabtonka kanalikéw proksymalnych nerki z wigkszym
powinowactwem niz z fosfolipidami. Potwierdzit to w ba-
daniach in vivo zespét prof. Nagai [20]. Drastyczny spa-
dek akumulacji gentamycyny w nerce myszy pozbawio-
nych genu megaliny przy zachowanej funkcji kigbuszkéw
sugerowal, ze endocytoza z udzialem megaliny jest jedy-
na droga jej wchianiania [28]. Obecnie przyjmuje sig, ze
w pierwszym etapie aminoglikozydy wiaza si¢ z kwasny-
mi fosfolipidami bton nabtonka kanalikowego, a nastgp-
nie ulegaja zaggszczeniu u podstawy mikrokosmkoéw rab-
ka szczoteczkowatego wskutek interakcji z wystepujaca
tam megaling [19].

Poniewaz powinowactwo aminoglikozydéw do megaliny
jest stosunkowo stabe (Kd rzedu kilkudziesigciu — kilku-
set uM), mozliwo$¢ stosowania endogennych, obojgtnych
biologicznie ligandéw megaliny o duzym powinowactwie
(Kd rzedu kilkuset nM) wydaje si¢ obiecujaca metoda za-
pobiegania uszkodzeniu nerek w nastepstwie terapii anty-
biotykami aminoglikozydowymi [16,17]. Idealny antagoni-
sta megaliny powinien cechowac si¢: matla toksycznoscia,
wigkszym powinowactwem do megaliny niz aminoglikozyd
i fatwa filtracja przez btong ktebuszka nerkowego [19].

Zestawienie najwazniejszych eksperymentéw dotyczacych
hamowania wiazania aminoglikozydéw w nerkach przed-
stawiono w tabeli 2. Pierwszym czynnikiem badanym pod
wzgledem hamowania wchianiania aminoglikozydéw w ka-
nalikach nerkowych bylo biatko wiazace receptor (RAP).
Podczas jednoczesnej perfuzji pojedynczych kanalikéw
proksymalnych nerki szczura roztworem [*H] gentamy-

cyny i 10 uM RAP zaobserwowano wzrost radioaktyw-
nosci moczu o okoto 20% w poréwnaniu z kontrola [16].
Stosunkowo niski potencjat hamujacy RAP wynikat z od-
miennego sposobu oddziatywan tych zwiazkéw z mega-
ling. Z jednym receptorem wiaza si¢ tylko 1-2 czasteczki
biatka RAP, podczas gdy czasteczki gentamycyny zajmu-
ja okoto 60—100 miejsc wiazacych [28]. Wsrod zwiazkow
konkurujacych z gentamycyna o miejsca wiazace bton rab-
ka szczoteczkowatego nerki, oprocz biatek zasadowych,
takich jak lizozym, cytochrom c czy aprotynina, badano
rowniez szczegblnie bogate w reszty aminokwasow zasa-
dowych fragmenty peptydowe cytochromu c oraz biatek
regulatorowych aktyny, takich jak: biatko neuronalne zwia-
zane z zespotem Wiskotta-Aldricha (N-WASP), gelsolina,
CapG [17,18,33]. Sposréd badanych biatek akumulacje gen-
tamycyny w korze nerek najsilniej hamowat cytochrom c,
a jego dzialanie byto zalezne od st¢zenia. Jednoczesnie
nie obserwowano wptywu tego biatka na okres péttrwa-
nia i osoczowe st¢zenie antybiotyku [33]. Celem zwigksze-
nia powinowactwa czynnika konkurujacego do megaliny,
skonstruowano wiele peptydéw pochodnych cytochromu
o sekwencjach Cyto22-41, Cyto70-89, Cyto79-88. Te frag-
menty peptydowe okazaly si¢ silniejszymi czynnikami wy-
pierajacymi gentamycyng z miejsc wiazacych rabka szczo-
teczkowatego niz macierzyste biatko w hodowli komoérek
z nerki oposa, jednakze w badaniach in vivo ich dziatanie
okazalo sig niezadowalajace. Tlumaczono to niestabilno-
Scig krétkich peptydow w krazeniu i w efekcie zbyt ma-
tym st¢zeniem w kanalikach nerek. Natomiast w przypad-
ku zasadowych fragmentéw biatek regulatorowych aktyny
(N-WASP181-200, gelsolinal50-169, CapG137-146) zaob-
serwowano silne hamowanie wigzania gentamycyny przez
nabtonek kanalikowy w warunkach in vivo i in vitro [33].
Mate peptydy zawierajace reszty Lys i/lub Arg tatwiej osig-
gaty ujemnie natadowane miejsca wiazace w blonie kana-
lika proksymalnego i dlatego okazaly si¢ skuteczniejszy-

516



Konopska B. i Warwas M. - Molekularne aspekty nefrotoksycznosci antybiotykow...

mi czynnikami konkurujacymi z gentamycyna. Ponadto,
ich dziatanie dotyczylo jednoczesnego blokowania inte-
rakcji aminoglikozydu z kwasnymi fosfolipidami btono-
wymi i z megaling [19]. W przypadku N-WASP181-200,
o powinowactwie do megaliny nie decydowata tylko zasa-
dowos¢ taricucha polipeptydowego, ale przede wszystkim
jego konformacja przestrzenna. Warianty genetyczne tego
peptydu z substytucja reszt Lys przez reszty Gly lub Glu,
ktére sg istotne dla interakcji liganda z sekwencja Ser-Asp-
Glu receptora, nie miaty silniejszego dziatania hamujace-
g0 na wiazanie si¢ gentamycyny z rabkiem szczoteczko-
watym nerki szczura. Poniewaz ta substytucja powodowata
zmniejszenie procentowego udziatu o-helisy w strukturze
przestrzennej N-WASP181-200, wydaje sig, ze o-helisa jest
krytyczna dla wiazania si¢ ligandéw z receptorami LDL,
do ktérych nalezy réwniez megalina [18].

Prowadzone sg takze badania wykorzystania podobnej strate-
gii w zapobieganiu jatrogennemu uszkodzeniu nerek w che-
mioterapii nowotworéw. Leki z grupy analogéw somatosta-
tyny sa w wigkszosci wydalane z moczem, jednak prawie
2% dawki jest wchianiana zwrotnie i gromadzona w komor-
kach kanalikéw proksymalnych nerek. Prowadzi to do tok-
sycznego uszkodzenia cewek i przewlektej niewydolnosci

PismiEnNICTWO

nerek. Resorpcja zwrotna chemioterapeutykéw zachodzi
za posrednictwem endocytozy w fazie ptynnej i endocyto-
zy zaleznej od receptoréw z udziatem megaliny i/lub kubi-
liny. Hamowanie tego drugiego mechanizmu miatoby ob-
nizy¢ toksyczne dziatanie pochodnych somatostatyny oraz
cisplatyny na nerki. Mozna to uzyskac¢ podajac jednoczesnie
zwiazki konkurujace o ujemnie naladowane miejsca wiaza-
nia na receptorach lub naturalne ligandy megaliny [2,30].

PobpsumowaNIE

Pomimo wprowadzenia na rynek farmaceutyczny nowych,
mato toksycznych zwiazkéw bakteriobdjczych, aminogli-
kozydy nadal stanowia powazny or¢z w walce z zakaze-
niami wywotlanymi przez Gram-ujemne paleczki i entero-
koki. Dlatego istnieje koniecznos¢ kontynuowania badan
nad udoskonaleniem sposobu leczenia tymi antybiotykami
oraz poszukiwania metod zmniejszenia ich toksycznosci.
Zahamowanie wchlaniania zwrotnego antybiotykéw ami-
noglikozydowych w nerkach przez substancje konkuruja-
ce o miejsca wiazace rabka szczoteczkowatego nabtonka
kanalikéw proksymalnych moze zapobiec nefrotoksycz-
nosci tych antybiotykéw.
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