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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Pompy MDR stanowia powszechny mechanizm opornosci wielu gatunkéw bakterii, polegajacy na
transporcie poza komérke m.in. lekéw, toksyn i Srodkéw dezynfekcyjnych i antyseptycznych. Pompy,
ktérych swoistos¢ substratowa jest duza, przyczyniaja si¢ do selekcji wieloopornych szczepéw
réznych gatunkéw bakterii, do ktérych zalicza si¢ przede wszystkim: Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus oraz Salmonella enterica serowar Typhimurium. Ze
wzgledu na strukture i funkcje dzieli sig te systemy transportowe na 5 klas: MFS (major facili-
tator superfamily), SMR (small multidrug resistance family), MATE (multidrug and toxic com-
pound extrusion family), ABC (ATP binding cassette superfamily) i RND (resistance nodula-
tion cell division family). Transportowi substratu towarzyszy transport jonéw wodorowych albo
wykorzystywana jest energia z hydrolizy ATP. Transport substancji jest efektywnie regulowa-
ny przez biatka regulatorowe wystgpujace lokalnie, np. biatko BmrR Bacillus subtilis oraz przez
biatka globalnej $ciezki regulatorowej catej komérki. Doglebne poznanie mechanizmu regula-
cji, wigzania substratu i samego transportu pozwala na projektowanie nowych lekéw, ktére moga
dziata¢ np. jako inhibitory tych pomp. Poszukuje si¢ rowniez alternatywnych terapii, takich jak
terapia fotodynamiczna, ktére wykorzystujac inhibitory pomp efflux moga stanowi¢ skuteczna
metode eradykacji tych wielolekoopornych patogenow.

efflux « inhibitory pomp efflux  wielolekoopornosé

Summary

Active efflux is a common resistance mechanism in a wide range of bacterial pathogens. It is re-
sponsible for the transport of such toxic compounds as drugs, toxins, and detergents. Pumps with
broad substrate profiles promote the emergence of multidrug-resistant bacterial pathogens that
are a particular threat to contemporary medicine, such as Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, and Salomonella enterica sv Typhimurium. One can distinguish five
major class of transport systems on the basis of their structure and function: MFS (major facili-
tator superfamily), SMR (small multidrug-resistance family), MATE (multidrug and toxic com-
pound extrusion family), ABC (ATP binding cassette superfamily), and RND (resistance nodu-
lation cell division family). Substrate transport may include hydrogen proton exchange or energy
generated via ATP hydrolysis. The transport is effectively regulated by local regulatory proteins.
such as BmrR from Bacillus subtilis, or by the global bacterial regulatory system. Investigations

* Praca naukowa wspoétfinansowana przez Unie Europejska ze Srodkéw Europejskiego Funduszu Spotecznego w ramach
projektu , InnoDoktorant — stypendia dla doktorantéw, I edycja”.
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into efflux pumps and their substrate profiles and regulatory mechanisms have led to the disco-
very of new therapeutics and pump inhibitors that could potentially become alternative and ef-
fective antimicrobial drugs. Additionally, some alternative therapies such as photodynamic in-
activation could be more effective if the synergistic action of efflux pump inhibitors are used.
Thus research into efflux transport systems seems to be an important element of contemporary

medicine.
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Wykaz skrotow:

ABC - biatka transportowe zawierajgce kasete wigzaca ATP (ATP binding cassette superfamily);

EPI - inhibitory pomp efflux (efflux pump inhibitors); Mar - wielooporno$é antybiotykowa (multi
antibiotic resistance); MATE - rodzina transporteréw multidrug and toxic compounds extrusion;
MFS - superrodzina transporteréw btonowych major facilitator; MRSA - metycylinooporne szczepy
Staphylococcus aureus (methicillin resistance Staphylococcus aureus); MSSA - metycylinowrazliwe
szczepy Staphylococcus aureus (methicillin sensitive Staphylococcus aureus); PBP - biatko wiazace
penicyliny (penicillin binding protein); RND - rodzina transporterdw resistance nodulation cell
division; SMR - rodzina transporteréw small multidrug resistance.

1. WPROWADZENIE

Od wynalezienia penicyliny antybiotyki staly si¢ nieodtacz-
nym elementem medycyny. W latach 60 XX wieku wy-
dawato sig, ze ostatecznie cztowiek wygrat bitwe z epide-
miami takich choréb, jak cholera czy kita. Jednak szybko
okazalo sig, ze wraz ze wzrostem stosowania nowych le-
kéw, rosnie szybkos$¢ uodporniania si¢ na nie bakterii i to
one s3 naszym nowym, silniejszym niz kiedy$ wrogiem.
Niestety proces nabywania opornosci przez bakterie jest
nieunikniony. Skalg tego problemu mozemy uswiadomic
sobie wpisujac w wyszukiwarce PubMed hasto ,,antibio-
tic resistance”, gdzie okoto 100 000 publikacji na ten te-
mat pokazuje ogrom tego zjawiska i jego istotne znaczenie.
Naukowcy notuja przypadki opornosci bakterii po mie-
sigcach lub latach od wprowadzenia nowego antybiotyku.
Dlatego jedyna szansa na pokonanie opornych bakterii jest
poszukiwanie nowych, skutecznych lekéw lub alternatyw-
nych w stosunku do antybiotykoterapii. Szerokie stosowa-
nie antybiotykéw przyczynito si¢ do powstania szczepdw
metycylinoopornych Staphylococcus aureus (MRSA), wie-
lolekoopornych pateczek Pseudomonas czy wankomycyno-
opornych szczepéw enterokokow, ktdre stanowia powazny
problem zakazen szpitalnych. Obecnos¢ jednego mechani-
zmu opornos$ci nie zapewnia bakteriom pewnego przetrwa-
nia, dlatego powszechne jest wsrod bakterii wystgpowanie
jednoczesnie kilku r6znych mechanizméw opornosci na
rézne grupy antybiotykéw [77]. Méwimy wtedy o szcze-
pach wieloopornych, ktére sa duzym zagrozeniem, szcze-
gblnie w Srodowisku szpitalnym [34].

Bakterie przejawiaja dwa rodzaje opornosci: nabyta lub
wrodzona. Opornos$¢ wrodzong charakteryzuje obecnosé
danego mechanizmu u kazdego przedstawiciela swojego
gatunku. Na przyktad wszystkie mikoplazmy sq oporne na
antybiotyki B-laktamowe z powodu braku peptydoglikanu
jako sktadnika Sciany komérkowe;j. Innym przyktadem jest
gatunek Pseudomonas aeruginosa, ktéry jest mato wrazli-
wy na hydrofobowe antybiotyki, m.in. makrolidy. Przyczyna
tego zjawiska jest trudnos¢ przenikania tych antybiotykéw
przez ostony komérkowe. Z kolei Zrédiem nabytej opornosci
sg mutacje w genomie bakteryjnym, tj. mutacje punktowe,
delecje, inwersje, insercje itp. W przypadku pomp efflux,
mutacja w genach biatek regulatorowych moze doprowa-
dzi¢ do nadekspresji pomp i tym samym do zwigkszonej
opornosci na dany antybiotyk. Elementy odpowiedzialne
za oporno$¢ nabyta moga by¢ przekazywane z komérki do
komoérki przez transfer horyzontalny, czyli poprzez rucho-
me elementy kodujace, tj. plazmidy, transpozony czy se-
kwencje insercyjne [50,77]. Transfer horyzontalny pozwala
na bardzo szybkie szerzenie si¢ opornosci wsréd réznych
szczepOw 1 gatunkOw bakterii. Analiza genomu Salmonella
enterica serowar Typhi bardzo dobrze ilustruje ewolucje
opornosci dzigki wielokrotnym insercjom ruchomych ele-
mentéw genetycznych. Szczep ten ma duzy plazmid, kt6-
ry niesie 18 genéw zaangazowanych w opornos¢ na wiele
réznych antybiotykéw oraz metale cigzkie [50].

Mechanizméw opornosci jest wiele, ale opieraja si¢ one na
kilku gtéwnych strategiach. Do najbardziej rozpowszech-
nionych zaliczamy: wytwarzanie enzymow inaktywuja-
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Tabela 1. Pompy efflux

Grupa bakterii Klasa pomp efflux Sktadniki pomp Opornos¢ bakterii
Bakterie Gram-dodatnie ABC LmrA liczne antybiotyki
MFS QacA akryflawina
cetrymid
chlorheksydyna
MATE NorM aminoglikozydy
fluorochinolony
SMR QacC akryflawina
cetrymid
Bakterie Gram-ujemne RND AcrB liczne antybiotyki
AcrA
TolC
ABC MacB makrolidy
MacA
TolC
MFS EmrB kwas nalidyksowy
EmrA nowobiocyna
TolC

cych antybiotyki, blokade¢ docelowych receptoréw anty-
biotykéw, zmiang przepuszczalnosci blony komoérkowe;j
oraz mechanizm aktywnego usuwania antybiotyku z ko-
morki (efflux) [12, 23, 58].

1.1. Transport antybiotyku poza komoérke —
mechanizm efflux

Niedawno odkrytym mechanizmem opornosci wykorzysty-
wanym przez bakterie jest wypompowywanie antybiotyku
poza komérke, czyli mechanizm efflux. Transport antybioty-
kéw opiera si¢ na obecnosci bialek transportowych w btonie
komérkowej. Pompy te r6znig si¢ budowa, liczba sekwen-
cji transblonowych, swoistoscia substratowa oraz mechani-
zmem dziatania. Dzieli si¢ je na pig¢ rodzin: MFS, SMR,
ABC, MATE oraz RND. U bakterii Gram-ujemnych — ze
wzgledu na bardziej ztozona strukture oston komérkowych
— biatka transportowe tworza potréjna strukture, ztozona
z biatka wewnegtrznej btony cytoplazmatycznej, biatka ze-
whnetrznej btony, tworzace kanat transportowy oraz z biatka
przestrzeni periplazmatycznej, taczacego oba wczesniejsze
biatka. Bakterie Gram-dodatnie maja mniej skomplikowa-
na budowe, dlatego tez system transportowy tworzony jest
przez pojedyncze biatko blonowe [39]. Pompy réznig sie
réwniez swoistoscia substratowa, moga transportowac jeden
okreslony rodzaj substancji lub wiele r6znych rodzin lekéw.
Uwaza sig, ze nadekspresja pomp efflux moze by¢ pierw-
szym krokiem nabycia przez bakterie catkowitej opornosci.
Naukowcy utrzymuja, ze im wigkszy genom bakteryjny tym
wigcej w nim genéw kodujacych rézne rodziny pomp [56].
Wiele bakterii ma w swoim genomie geny kodujace pom-
py. jednak nie ulegaja one ekspresji lub ekspresja ta zacho-
dzi na bardzo niskim poziomie i nie zapewnia odpowiednie-
go stopnia opornosci. Warunek, jaki musi by¢ spetniony do
utrzymania wysokiego poziomu opornosci dzigki mechani-
zmowi efflux, to nadekspresja biatek transportowych [61].
W komorce bakteryjnej ekspresja systemu efflux jest efek-

tywnie regulowana przez biatka regulatorowe nalezace zar6w-
no do biatek dziatajacych lokalnie, jak i do $ciezki globalne;j
regulacji komérkowej. Przyktadem takich lokalnych biatek
regulatorowych jest aktywator transkrypcji BmrR Bacillus
subtilis oraz biatko represorowe QacR Staphylococcus aureus.
Regulatory lokalne czgsto nie odgrywaja duzej roli w regula-
cji. GIéwnym mechanizmem kontrolnym w tym przypadku
sq biatka zaangazowane w Sciezke globalnej regulacji [25].
Mechanizm efflux jest waznym mechanizmem opornosci
z punktu widzenia medycyny. Ekspresja tego systemu wy-
stgpuje u wielu bakterii o znaczeniu klinicznym, ktére staja
si¢ coraz wigkszym problemem terapeutycznym. Do takich
bakterii zalicza si¢ m.in.: S. aureus, E. coli czy Salmonella
enterica serovar Typhimurium [56]. Dlatego tez poszukiwa-
nie antybiotykéw zdolnych do ominigcia tego systemu opor-
nosci, jest wielkim wyzwaniem wspoétczesnej medycyny.
Zrédta lekéw tego typu upatruje sie¢ obecnie wsréd zwiaz-
kéw pochodzenia roslinnego, ktére wykazuja zdolnos¢ blo-
kowania pomp efflux. Réwniez duze nadzieje poktada sig
w terapii fotodynamicznej, ktéra wykorzystujac inhibitory
pomp efflux moze by¢ skuteczna metoda w walce z tymi
wielolekoopornymi patogenami [21,22,35].

2. RobzAJE POMP TRANSPORTOWYCH

Struktura transporteréw biatkowych nie jest catkowicie
poznana. Przyczyna trudnosci w analizie ich budowy jest
przede wszystkim znaczna hydrofobowos¢ tych biatek.
Ekspresja biatek btonowych zachodzi na bardzo niskim
poziomie w poréwnaniu z innymi biatkami. Bakteryjne
systemy transportowe zalicza si¢ do 5 klas, ktére scharak-
teryzowano ponizej (tabela 1) [55,57,75].

2.1. Nadrodzina transporteréow blonowych MFS

MES to duza i r6znorodna rodzina transporteréw, do kt6-
rej zaliczamy ponad tysiac réznych biatek transportuja-
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cych, wystepujacych zaréwno u bakterii jak i u ssakéw
[62]. Biatka transportowe z tej rodziny tworza symporty
i antyporty, wykorzystujace gradient jonéw wodorowych
lub sodowych. Pompy te transportuja nie tylko antybio-
tyki, ale rowniez inne zwiazki, m.in.: cukry czy substra-
ty cyklu Krebsa [54]. Wigkszos¢ biatek MFS jest zbudo-
wana z 400-600 reszt aminokwasowych i ma 12, 14 lub
24 transmembranowych a-helis [62]. Pompy tego rodzaju
wystepuja gtéwnie u bakterii Gram-dodatnich, np. pompa
QacA czy NorA u S. aureus [54].

2.2. Rodzina transporteréw SMR

Biatka nalezace do rodziny SMR sg matymi biatkami o dtu-
gosci 100-120 reszt aminokwasowych [63], ktére tworza
8-transmembranowy dimer lub oligomer [73]. Obecnos¢
tego rodzaju pomp potwierdzono zaréwno w krélestwie
archebakterii jak i eubakterii [63]. Pompy SMR s3 odpo-
wiedzialne za warunkowanie opornosci na zwiazki aro-
matyczne o fadunku dodatnim [73]. Przedstawicielem tej
rodziny jest biatko EmrE, ktére zostato zidentyfikowa-
ne u E. coli [63]. Badania biatka EmrE z zastosowaniem
kriomikroskopii wykazuja, ze helisy tworzace pompe sa
utozone w asymetryczny sposéb. Doswiadczenia te po-
twierdzaja réwniez istnienie waznych reszt aminokwaso-
wych, ktére biora udzial w rozpoznaniu substratu i jego
transporcie [73].

2.3. Rodzina transporterow MATE

Pompy z rodzaju MATE wykorzystuja antyport jonéw wo-
dorowych lub sodowych do transportu takich substratéw
jak leki, toksyny i ksenobiotyki. Biatka wchodzace w sktad
tej rodziny pomp sa zbudowane z 400—700 aminokwaséw,
ktére tworza 12 transmembranowych helis. Wszystkie biat-
ka z rodziny MATE wykazuja prawie 40% identycznos¢
sekwencji aminokwasowej. Analiza sekwencji kodujacej
pompy MATE wskazuje, ze wszystkie geny kodujace jej
biatka wywodza si¢ od jednego genu, ktory ulegt pdZniej-
szej duplikacji. W przypadku bakterii zidentyfikowano 17
r6znych biatek tworzacych pompy MATE u 11 gatunkéw,
ktére sa odpowiedzialne za ich lekoopornosé. Wsréd nie-
dawno zidentyfikowanych systeméw transportowych jest
biatko MepA S. aureus, ktérego nadekspresja prowadzi do
opornosci na tigecykliny, wykazujace wlasciwosci bakte-
riobdjcze wobec szczepdw MRSA oraz szczepéw wanko-
mycynoopornych S. aureus [52].

2.4. Bialka transportowe zawierajace kasete wiazaca
ATP

Pompy ABC wykorzystuja do transportu energi¢ pochodza-
ca z hydrolizy ATP i zaangazowane sa w transport takich
substancji jak: cukry, aminokwasy, leki, biatka, peptydy
oraz jony metali. Pompy typu ABC tworzg homodimery,
a kazdy monomer jest zbudowany z 2 domen: wysoce hy-
drofobowej oraz hydrofilowej wiazacej nukleotydy (nuc-
leotyde binding domein — NBD). W sktad domeny hydro-
fobowej wchodzi 6 transmembranowych helis. Domena ta
jest odpowiedzialna za wigzanie substratu i jego translo-
kacje, natomiast NBD znajduje si¢ po stronie wewngtrz-
nej btony cytoplazmatycznej i odpowiada za pozyskiwa-
nie energii do aktywnego transportu przez hydroliz¢ ATP.
Mimo duzej réznorodnosci rodziny pomp ABC, sekwencje

kodujace niektdre jej elementy sg wysoce konserwowane.
Przyktadem takich sekwencji sa motywy Walker A i B znaj-
dujace si¢ w domenie wigzacej nukleotydy. Transportery
z tej rodziny wystepuja zaréwno u bakterii Gram-dodat-
nich, jak i Gram-ujemnych, np. MsbA u E. coli oraz LmrA
z Lactococcus lactis [13].

2.5. Rodzina transporteréw RND

Dwa systemy pomp MexAB-OprM P. aeruginosa oraz
AcrAB-TolC E. coli najlepiej zbadano pod wzgledem bu-
dowy. Obie pompy naleza do rodziny RND i tworzg tréj-
sktadnikowy system, ktéry wystepuje u bakterii Gram-
ujemnych. Pompy RND wykorzystuja gradient protonéw
w poprzek btony komérkowej w celu wyzwolenia ruchu
czastek substratu [56]. W przypadku pompy AcrAB-OprM
kompleks AcrAB taczy sie z biatkiem TolC z zewngtrz-
nej btony, tworzac w ten sposéb bezposrednie potaczenie
miedzy cytoplazma a przestrzenia zewnatrzkomoérkowa.
AcrB jest trimerem majacym 36 o-helis (12 helis na kaz-
dy monomer). Bierze on udziat w translokacji jonéw wo-
dorowych oraz w wigzaniu substratu. Biatko jest zakotwi-
czone w wewngtrznej btonie cytoplazmatycznej i otwiera
si¢ do przestrzeni periplazmatycznej. Biatko TolC tworzy
homotrimer, ktéry formuje kanat przebijajacy zewngtrzna
btong oraz przestrzen periplazmatyczna. Uktad zwinigtych
helis na konicu kanatu prawdopodobnie go zamyka i otwie-
ra. Biatka AcrB i TolC potaczone sa biatkiem AcrA two-
rzac kanat translokacyjny. Strukturalnym i funkcjonalnym
homologiem AcrA jest MexA P. aeruginosa, ktérego struk-
tura zostata zbadana krystalograficznie. MexA ma postaé
wydtuzonej struktury i 3 subdomeny. Wyizolowane biat-
ko ma posta¢ monomeru, jednak bardzo prawdopodobne
jest tworzenie oligomeru biatkowego indukowane kontak-
tem z pozostaltymi biatkami pompy. Najprawdopodobniej
biatka AcrA/MexA odgrywaja najwazniejsza role w pro-
cesie sktadania i stabilizacji trgjsktadnikowego systemu
pompy, gdyz udowodniono, ze AcrB i TolC nie moga od-
dziatywac ze soba bezposrednio [17].

3. SUBSTRATY POMP EFFLUX ORAZ MECHANIZM ICH TRANSPORTU
POPRZEZ BLONE KOMORKOWA

3.1. Substraty pomp efflux

Mimo Ze substraty pomp maja rézne struktury chemicz-
ne, to maja tez wiele cech wspdélnych. Przewaznie sa to
zwiazki o wysokiej hydrofobowosci, tadunku dodatnim
lub neutralnym. Dzigki zastosowaniu krystalografii udo-
wodniono, ze w wigzaniu substratu biora udzial wigzania
van der Waalsa oraz oddziatywania elektrostatyczne [74].
W przypadku pomp z rodziny RND, w biatku odpowie-
dzialnym za wiazanie substratu zidentyfikowano wysoko-
konserwowane reszty aminokwasowe o ujemnym tadunku
np. kwas glutaminowy (Glu), ktére znajduja si¢ w miej-
scu wiazacym substrat. Moze to wyjasnia¢, dlaczego wigk-
szo$¢ substratéw pomp ma tadunek dodatni. Substytucja
Glu na kwas asparaginowy (Asp) w transmembranowej
domenie biatka Smr (staphylococcal multidrug resistan-
ce) P. aeruginosa skutkowata powstaniem mutanta zdol-
nego do wigzania substratu [24]. Natomiast podstawienie
reszty Glu aminokwasem o dodatnim fadunku w rejonie
transmembranowym biatka MdfA E. coli, uniemozliwito
wigzanie antybiotyku, co wskazuje na bezposredni udziat
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tej reszty aminokwasowej w transporcie transbtonowym
np. w wymianie protonéw z substratem [16].

3.2. Transport zalezny i niezalezny od hydrolizy ATP

Aktywnos¢ pomp z rodziny SMR, RND, MATE, MFS jest
minimalizowana przez traktowanie bakterii substancjami
zaburzajacymi transport jonéw wodorowych w poprzek bto-
ny komoérkowej, co potwierdza, ze pompy te wykorzystuja
jony wodorowe do transportu wydalanej substancji [11].
Zamiast jonéw wodorowych sa wykorzystywane réwniez
inne jednododatnie jony, takie jak Na* (np. aktywnos¢ pomp
z rodziny MATE). Jednak nie jest to regula. Istniejg row-
niez pompy napedzane dzigki hydrolizie ATP. Wszystkie
znane pompy korzystajace z energii skumulowanej w ATP
wchodza w sktad rodziny pomp ABC [18].

3.3. Mechanizm transportu

Jak juz wiadomo wigkszos¢ substratéw pomp ma nature
silnie hydrofobowa, co sugeruje, iz miejsce wigzania sub-
stratu musi wykazywac silna lipofilnos¢. Dlatego tez za-
proponowano mechanizm transportu substratu z btony lipi-
dowej, a nie z przestrzeni cytoplazmatycznej o charakterze
hydrofilowym. Ulokowanie lipofilowego miejsca wigzania
w Srodowisku hydrofobowym btony lipidowej zapewnia
efektywne wiazanie substratu [8, 51]. Przekonywajacym
dowodem o transporcie z btony lipidowej jest badanie
pomp z uzyciem zwiazku fluorescencyjnego, jakim jest
TMA-DPH (trimethylammonion-diphenyl-hexatriene),
ktory silnie fluoryzuje w srodowisku hydrofobowym bto-
ny lipidowej, a jednoczesnie nie fluoryzuje w srodowisku
hydrofilowym cytoplazmy. Mechanizm transportu pompy
MexAB-OprM P. aeruginosa z zastosowaniem TMA-DPH
wykazuje dwa etapy transportu: krétki transport migdzy-
btonowy z blony wewngtrznej do zewngtrznej, a nast¢pnie
szybkie rozdzielenie si¢ substancji w zewngtrznej btonie.
Doswiadczenie wskazuje rolg MexB i/lub MexA w roz-
poznaniu i zwiazaniu substratu w wewngetrznej btonie ko-
morkowej, natomiast za uwolnienie substratu poza komor-
ke odpowiada biatko zewngtrznej btony komérkowej OprM
[51]. Mimo innej struktury oston komérkowych u bakte-
rii Gram-dodatnich, idea transportu jest podobna. Badania
na Lactococcus lactis wskazuja, ze pompa wiaze substra-
ty w wewngetrznej warstwie blony komérkowej, a nastgp-
nie transportuje je do czgsci zewnetrznej btony komoérko-
wej oraz poza komérke [8]. Istnieja tez przynajmniej dwa
modele dotyczace uwolnienia substratu przez biatko trans-
portowe. Zaproponowano mechanizm dziatania pompy po-
dobny do biatka enzymatycznego przenoszacego fosfoli-
pidy, gdzie substrat transportowany do zewnetrznej czgsci
dwuwarstwy lipidowej ulega dyfuzji do przestrzeni ze-
wnatrzkomérkowej. Drugi model nazywany ,,molekular-
nym odkurzaczem” zaktada bezposredni, aktywny trans-
port substratu poza komérke [27].

4. CHARAKTERYSTYKA POMP EFFLUX WSROD BAKTERII 0 ZNACZENIU
KLINICZNYM

4.1. Bakterie Gram-ujemne

Bakterie Gram-ujemne maja wrodzona opornos¢ na nie-
ktore grupy antybiotykéw. Poczatkowo jedynym wyjasnie-
niem tej sytuacji byta bariera przepuszczalnosci oston ko-

morkowych. Udowodniono jednak, ze ten mechanizm nie
jest wystarczajacy do zachowania duzej opornosci. Dotad
odkryto juz wiele wspotdziatajacych ze soba systeméw ef-
flux, ktére zapewniaja opornos¢ bakterii Gram-ujemnych
na rézne grupy antybiotykéw [39].

4.1.1. Pseudomonas aeruginosa

Rézne szczepy gatunku Pseudomonas aeruginosa moga
by¢ oporne na wiele réznych grup antybiotykéw. Do nie-
dawna uwazano, ze opornos¢ ta wynika ze stabej przepusz-
czalnosci oston komérkowych. Dopiero Srikumar i wsp.
[38] udowodnili, ze za ten stan odpowiada mechanizm ef-
flux, a doktadnie wystgpujaca w dzikim szczepie pompa
MexAB-OprM [24]. P. aeruginosa jest zdolna do usuwa-
nia na zewnatrz wiele substancji m.in. tetracyklin, ma-
krolidéw, sulfonamidow, chloramfenikolu, fluorochinolo-
néw i B-laktaméw. Pompy MexAB-OprM maja najwigksza
swoistos¢ substratowa sposréd poznanych pomp wystepu-
jacych u P. aeruginosa [40]. Poza wymienionym juz ro-
dzajem pomp, P. aeruginosa ma jeszcze inne pompy z ro-
dziny RND: MexCD-OprJ, MexEF-OprN, MexXY-OprM.
W odréznieniu od MexAB-OprM, pompa MexCD-Opr]
nie wystepuje w dzikim szczepie P. aeruginosa, a mo-
dyfikacja operonu mexCD-oprJ nie zmienia drastycznie
wrazliwos$ci bakterii na antybiotyki. Nadekspresja tego
operonu w mutantach nfxB prowadzi do znacznego wzro-
stu opornosci wzgledem antybiotykéw chinolonowych, te-
tracyklin i cefalosporyn [59]. Ekspresja nastgpnego sys-
temu transportowego mexEF-oprN rOwniez nie wystgpuje
w dzikim szczepie P. aeruginosa, ale zachodzi wydajnie
w mutantach nfxC, ktére przejawiaja duza opornos¢ na
chloramfenikol oraz antybiotyki chinolonowe [33]. Z ko-
lei rola pompy MexXY jest transport antybiotykéw ami-
noglikozydowych [65]. Konstytutywna ekspresja pompy
MexAB-OprM oraz ekspresja MexXY-OprM przyczynia
si¢ do wieloopornosci P. aeruginosa, natomiast ekspre-
sja dwéch pozostatych pomp nie ma wigkszego znacze-
nia w lekoopornosci tej bakterii. Zauwazono, ze ekspre-
sja pozostatych pomp RND zalezy od ekspresji gtéwnego
systemu, czyli MexAB-OprM. W niektoérych szczepach
P. aeruginosa zmniejszonej ekspresji MexAB-OprM to-
warzyszyt wzrost ekspresji pozostalych systeméw np.
MexCD-OprlJ. Catkowitej utraty aktywnosci MexAB-OprM
nie mozna jednak zrekompensowac nadekspresja pozosta-
tych pomp. Nadekspresja MexAB-OprM réwniez korelo-
wata ze zmniejszona ekspresja MexEF-OprM, co potwier-
dza istnienie systemu kontrolujacego zmiany w ekspresji
tych biatek transportowych [37,66].

4.1.2. Escherichia coli

W badaniach nad E. coli stwierdzono, ze réwniez ten gatu-
nek Gram-ujemnej bakterii ma system transportowy efflux
[48]. Badanie genomu E. coli ujawnito obecnos¢ przynajm-
niej 37 réznych pomp efflux: 7 ABC, 19 MFS, 1 MATE, 5
SMR, 7 RND [49]. Mimo tak duzej liczby ré6znych pomp,
gtéwnym kompleksem transportowym bioracym udziat
w transporcie lekéw jest AcrAB-TolC, ktéry wykazuje bar-
dzo duza homologi¢ z MexAB-OprM P. aeruginosa [17].
Pompy E. coli transportuja takie substraty, jak chloramfe-
nikol, niektére B-laktamy, fluorochinolony, tetracykliny,
SDS, detergenty czy bromek etydyny. Niedawno odkryto
u E. coli obecnos¢é innych pomp, takich jak AcrEF, AcrD,

127



Postepy Hig Med Dosw (online), 2009; tom 63: 123-133

YhiUV i MdtABC, ktére rowniez biora udziat w transpor-
cie substancji antybakteryjnych. Delecja genéw acrEF,
yhiUV oraz mdtABCD nie wptywa znaczaco na wrazliwos¢
na antybiotyki dzikiego szczepu E. coli, co moze sugero-
wac, ze ekspresja tych pomp w dzikim szczepie nie za-
chodzi na wysokim poziomie [49]. Inny kodowany przez
chromosom E. coli transporter MdfA z rodziny MFS od-
powiada giéwnie za opornosé na chloramfenikol, chociaz
antybiotyk ten jest réwniez inaktywowany w wyniku mo-
dyfikacji przez swoista acetylotransferazg [6].

4.1.3. Salmonella enterica serovar Typhimurium

W genomie Salmonella enterica serovar Typhimurium znaj-
duja si¢ biatka transportowe: AcrA, AcrB (ktére wykazuja
bardzo duza homologi¢ do biatek AcrA i AcrB u E. coli)
oraz AcrD i Arf [48]. Okazuje si¢, ze od biatka AcrB zalezy
transport antybiotykéw chinolonowych, tetracyklin i chlo-
ramfenikolu, co zbadano na szczepach z delecja genu ko-
dujacego to biatko [5]. Zaobserwowano rowniez, ze nade-
kspresja systemu AcrAB-TolC prowadzi do wieloopornosci
bakterii z gatunku Salmonella. Delecja genéw acrD i acrF
miata maty wptyw na poziom wrazliwosci na antybiotyki
Salmonella typhimurium, jednak co ciekawe, delecja tych
gendéw warunkowata nadekspresj¢ genu acrB. Do nade-
kspresji acrD prowadzi delecja acrB lub acrF. Natomiast
podwdjna delecja acrB i acrF nie zmieniala wrazliwosci
w poréwnaniu z pojedyncza delecja acrB. Mechanizm ten
wskazuje na mozliwos¢ rekompensaty utraty genu acrB
za pomoca acrFlacrD, ale réwniez potwierdza, ze wioda-
cg role odgrywa tu system AcrAB-TolC [15]. Salmonella
i E. coli naleza do tej samej rodziny Enterobacteriaceae
i oba gatunki bakterii maja te same systemy transporto-
we np. EmrAB, MdfA i MdsAB, natomiast interesujace
jest to, ze ich swoisto$¢ substratowa nie pokrywa si¢ cat-
kowicie [47].

4.2. Bakterie Gram-dodatnie

Mechanizmy opornosci u bakterii Gram-dodatnich staly si¢
powaznym problemem w zwiazku z szerzeniem si¢ mety-
cylinoopornych szczepdw Staphylococcus aureus (MRSA),
szczepOw S. aureus o zmniejszonej wrazliwosci na wanko-
mycyne (VISA), wankomycynoopornych szczepdw entero-
kokéw oraz penicylinoopornych szczepdw paciorkowcéw
[4]. U bakterii Gram-dodatnich, w odréznieniu od bakterii
Gram-ujemnych, otoczka bakteryjna ma stosunkowo nie-
skomplikowana budowg. Sktada si¢ z wielu warstw pepty-
doglikanu. Z tej przyczyny pompy efflux réwniez sa mniej
rozbudowane niz u bakterii Gram-ujemnych i sktadaja si¢
z jednego biatka w blonie komérkowe;.

4.2.1. Staphylococcus aureus

Chromosomalnie kodowane biatko NorA z rodziny pomp
MES odkryto w 1990 roku [78]. Gen norA koduje pompe,
ktora jest odpowiedzialna przede wszystkim za transport
zwiazkéw hydrofilowych, takich jak fluorochinolony. NorA
wykazuje strukturalna i funkcjonalng homologi¢ do syste-
mu Bmr B. subtilis. W do§wiadczeniach nad NorA i Bmr
okazalo sig, ze obie pompy zapewniaja réwniez transport
innym substancjom, m.in.: bromkowi etydyny czy rodami-
ny 6G [46]. Interesujace jest jednak to, ze mimo podobieri-
stwa NorA do biatek transportujacych tetracykliny, nie de-

cyduje ono o opornosci wzgledem tej grupy antybiotykéw
[44]. Ekspresja genu norA w dzikim szczepie utrzymuje
si¢ raczej na niskim poziomie, dlatego tez utrzymanie od-
powiedniej opornosci wymaga nadekspresji biatka NorA.
Obecnos¢ tej pompy potwierdzono zaréwno w szczepach
MRSA jak i MSSA [14].

W badaniach nad S. aureus stwierdzono obecnos¢ kilku
systemoéw efflux odpowiedzialnych za opornos¢ antybio-
tykowa. Przyktadem sa pompy zidentyfikowane w izola-
tach S. aureus z krwi pacjentéw, tj.: NorA, NorB, NorC
i MepA. Odpowiadaja one za warunkowanie opornosci na
tetracykliny, antybiotyki makrolidowe oraz fluorochinolo-
ny [14]. NorB to biatko zidentyfikowane stosunkowo nie-
dawno. Zakres substratowy NorB czgSciowo pokrywa sig
ze swoistoscia NorA oraz Bmr, gdyz NorB wykazuje czg-
Sciowa homologie z tymi biatkami. Ten system transpor-
towy najprawdopodobniej nie odgrywa duzej roli w opor-
nosci S. aureus, gdyz w dzikich szczepach jego ekspresja
zachodzi na bardzo niskim poziomie [71].

5. REGULACIA AKTYWNOSCI POMP EFFLUX

Jak kazdy proces komoérkowy, ekspresja biatek transpor-
towych musi podlegac regulacji [26]. Wiadomo, ze pom-
py z rodziny RND i MFS podlegaja regulacji juz na etapie
transkrypcji. W regulacji ekspresji pomp efflux biora udziat
lokalne biatka regulatorowe oraz biatka bedace elementem
globalnej regulacji komoérkowej [39]. Kilka z przeprowa-
dzonych badan wskazuje, ze poziom ekspresji wielosub-
stratowych pomp, takich jak NorA i QacA S. aureus, moze
by¢ regulowany przez substancje, ktore sa substratami tych
pomp [25]. Obserwacja ta wskazywataby, ze ekspresja bia-
fek transportowych jest kontrolowana przez biatka regula-
torowe zdolne rozpoznac strukturg substratow pomp [60].
Jedne z pierwszych opisanych mechanizméw lokalnej re-
gulacji bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich doty-
cza pomp B. subtilis, S. aureus i E. coli.

5.1. Bacillus subtilis

Najlepiej poznanym regulatorem transportu efflux jest biat-
ko Brr — aktywator transkrypcji genu bmr u B. subtilis.
Ekspresja pompy efflux moze by¢ stymulowana przez dzia-
tanie rodaminy 6G i zwiazku TPP. W procesie tym po-
Sredniczy regulatorowe biatko BmrR. Czasteczki rodami-
ny tacza si¢ z dimerem BmrR, a nastgpnie kompleks taki
o zwigkszonym powinowactwie do promotora bmr wiaze
si¢ z DNA. Efektem jest zwigkszenie transkrypcji z tego
promotora. Prawdopodobnie celem interakcji migdzy BmrR
a bmr jest szybka odpowiedZ na zwigkszone stgzenie w §ro-
dowisku zwigzkéw toksycznych. Caly czas identyfikuje si¢
nowe zwiazki, ktére wywieraja identyczny jak rodamina
6G 1 TPP wptyw na ekspresj¢ bmr [1].

Genom B. subtilis koduje tez drugie biatko regulatorowe
BItR (Bmr like transporter), ktére odpowiada za regulacje
ekspresji pompy Blt. Transporter ten wykazuje 51% ho-
mologii ze wspomnianym wczesniej Bmr, dlatego tez za-
kres substratowy obu systeméw transportowych naktada
si¢ w znacznym stopniu. Mimo tych podobienstw, ekspre-
sja pomp bardzo si¢ r6zni. W przeciwienistwie do ekspresji
Bmr, nie obserwujemy ekspresji Blt w dzikich szczepach
B. subtilis, a mutacja promotora genu blt powoduje nad-
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Tabela 2. Wptyw inhibitoréw pomp efflux na wrazliwos¢ bakterii na zwiazki przeciwdrobnoustrojowe

Stosunek MIC/MIC + inhibitor [referencje]

Zwiazek p-bakteryjny

Rezerpina MC-207,110 Pochodne chinoliny NMP
NFX 8[30] 4178]
ae 8120]
CHL 128 [42] 16 [9] 81[7]
ERY 32[42]
TET 2[20] 8[42] 32[9] 4171

NFX — norfloksacyna, CIP — ciprofloksacyna, CHL — chloramfenikol, ERY — erytromycyna, TET — tetracyklina, MC-207,110 — Phe-Arg-naftylamido-

dihydrochlorek, NMP — N-metylpyrolidon.

ekspresje Blt. Istotne jest to, ze ekspresja Blt nie podlega
tej samej stymulacji rodaming 6G, co ekspresja Bmr [2].

5.2. Staphylococcus aureus

Ekspresja genu wielosubstratowej pompy QacA S. aureus
jest regulowana przez biatko regulatorowe QacR, ktdre przy-
facza sig specyficznie do promotora genu gacA i w efekcie
blokuje jego transkrypcj¢. Co dziwne, QacR nie regulu-
je witasnej ekspresji, chociaz wigkszos¢ z biatek regulato-
rowych homologicznych do QacR wykazuje zdolnos¢ do
autoregulacji. Istnieje mozliwos¢ zmniejszenia oddziaty-
wania migedzy QacR a gacR. Substraty pompy, takie jak
glukonian chlorheksydyny i chlorek cetylpirydyny, moga
bezposrednio oddziatywaé z biatkiem QacR i blokowac
jego taczenie z promotorem gacA, w rezultacie odbloko-
wujac ekspresj¢ genu z tego promotora [25].

S. aureus ma réwniez pompe NorA, ktéra wykazuje duze
podobienstwo do pompy Bmr B. subtilis. Transport z udzia-
fem NorA jest regulowany przez biatka regulatorowe, w tym
przypadku NorR. NorR bierze bezposredni udziat w regu-
lacji ekspresji NorA przez wiazanie si¢ do odpowiedniej
sekwencji DNA i w ten sposéb aktywuje ekspresj¢ genu
norA. Nadekspresja NorR w dzikim szczepie S. aureus pro-
wadzi do nadekspresji NorA. Podobnie jak QacR, NorR
nie podlega autoregulacji. Biatko NorR jest sktadnikiem
systemu regulacji ekspresji pomp efflux, ktérego elemen-
ty sa dopiero identyfikowane [71, 72].

5.3. Escherichia coli

Biatko EmrR bierze udziat w regulacji ekspresji pompy
EmrAB E. coli, jako negatywny regulator. Mutacja w ge-
nie kodujacym EmrR powoduje zwigkszenie opornosci
wzgledem CCCP (chlorofenylohydrazon cyjanku karbo-
nylu), ktéry jest substratem pompy EmrAB. Natomiast
nadekspresja emrR prowadzi do wigkszej niz normalnie
wrazliwosci szczepu E. coli na ten zwiazek. Geny kodu-
jace transporter oraz gen biatka regulatorowego umiejsco-
wione s3 w jednym operonie, co daje mozliwos¢ komdrce
szybkiej odpowiedzi, gdy w Srodowisku znajdzie si¢ sub-
stancja dla niej toksyczna [41].

Innym systemem transportowym E. coli jest AcrAB. Operon
genu acrAB jest blokowany przez biatko AcrR, ktére wia-
ze si¢ z promotorem genu acrAB. Mutacje w genie kodu-

jacym AcrR przyczyniaja si¢ do odblokowania ekspresji
genu acrB [68]. Prawdopodobne jest réwniez to, ze regu-
lacja transkrypcji tego operonu zaleze¢ moze od global-
nej Sciezki regulacji komérki [10].

5.4. Globalna regulacja systemu efflux

Poza wymienionymi swoistymi regulatorami, ktére wpty-
waja na aktywnos¢ pomp efflux, regulacja tego systemu
moze zachodzi¢ dzigki globalnej regulacji. Wielolekooporne
szczepy E. coli Mar (multiple antibiotic resistance) zawieraja
geny usytuowane w obrebie operonu marRAB oraz soxRS,
ktére moga wptywaé na mechanizm opornosci. Ekspresja
operonu MarRAB jest blokowana przez biatko MarR [10].
Gen marA koduje aktywator, ktdry jest strukturalnym i funk-
cjonalnym homologiem dwdéch innych globalnych regula-
toréw E. coli: SoxS i Rob. Te trzy biatka sa transkrypcyj-
nymi aktywatorami przynajmniej kilkunastu promotoréw,
ktére biora udziat w systemie opornosci przeciwko wie-
lu antybiotykom [28]. MarA, SoxS oraz Rob sa gtéwnymi
induktorami systemu AcrAB-TolC z rodziny pomp RND,
ktory jest odpowiedzialny za opornos¢ na antybiotyki i roz-
puszczalniki organiczne [76]. Operon mar jest szeroko roz-
powszechniony wsrdd bakterii m.in.: Salmonella, Shigella,
Klebsiella, Citrobacter i Enterobacter [60].

6. METODY ZWALCZANIA POMP EFFLUX U BAKTERII

Inhibicja pompy efflux wydaje si¢ bardzo atrakcyjna
metoda walki z opornymi bakteriami wykazujacymi ten
mechanizm opornosci. Poszukiwanie skutecznych in-
hibitorow pomp przypomina zastosowanie inhibitoréw
B-laktamaz przeciwko opornosci na antybiotyki P-lak-
tamowe [39]. Badania nad efektywnoscia inhibitoréw
wykazuja duza wrazliwos¢ bakterii, majacych system ef-
flux, na wprowadzone antybiotyki w towarzystwie inhibi-
toréw pomp (tabela 2). Najwazniejsza sprawa jest bardzo
doktadne poznanie wszystkich mechanizméw opornosci
danego organizmu, zaleznosci mi¢dzy nimi oraz oddzia-
tywania migdzy inhibitorem a antybiotykiem, przed roz-
poczeciem doswiadczefi na szersza skale [42]. Nalezy
pamigtaé, ze rézne mechanizmy moga si¢ przeciwsta-
wiaé dziataniu jednego antybiotyku. Gdy zdezaktywu-
jemy jedna Sciezke obrony bakterii, moga uaktywnic si¢
inne, bardziej skuteczne. Na przyklad, inhibicja pompy
MexAB-OprM P. aeruginosa przyczynia si¢ do wzrostu
aktywnosci B-laktamaz [42].

129



Postepy Hig Med Dosw (online), 2009; tom 63: 123-133

Warto wymieni¢ substancje, ktore dezaktywuja trans-
port substratow, jednak nie sa uznawane za ich inhibitory.
Chlorofenylohydrazon cyjanku karbonylu (CCCP) i dini-
trofenol (DNP) rozsprzegaja PMF (proton motive force),
blokujac transport jakichkolwiek substancji. Wptywaja one
na funkcje wszystkich pomp (oprécz ABC superfamily),
wykorzystujacych gradient protonéw po obu stronach bto-
ny komérkowe;j jako site transportowa [56].

Poza inhibitorami pomp istnieja inne mozliwosci zwalcza-
nia opornych patogenéw. Szanse takie upatruje si¢ w stwo-
rzeniu lekéw, ktére skutecznie omijatyby pompy efflux [39]
lub opracowaniu innowacyjnych terapii, takich jak terapia
fotodynamiczna do zwalczania m.in. metycylinoopornych
szczepow S. aureus [22, 34].

6.1. Inhibitory pomp efflux
6.1.1. Rezerpina

Zauwazone podobieristwo bakteryjnych pomp efflux do
pomp eukariotycznych z rodzaju P-glikoproteinowych
(PgP), doprowadzito do dos§wiadczen, w ktérych inhibito-
ry pomp eukariotycznych przebadano wzgledem pomp B.
subtilis. Pompy bakterii miaty podobny profil transporto-
wanych substratéw oraz byty wrazliwe na te same inhibi-
tory, co pompy eukariotyczne. Badania wskazuja, ze wie-
loopornos¢ wynikajaca z ekspresji pomp efflux u Bacillus
subtilis zostaje zmniejszona w obecnosci rezerpiny oraz
werapamilu [45]. Rezerpina to alkaloid pochodzenia ro-
Slinnego, ktéry oddziatluje bezposrednio z biatkiem Bmr
odpowiedzialnym za mechanizm efflux. Substancja ta ma
powinowactwo do dwoch reszt fenyloalaniny i reszty wa-
liny biatka Bmr. Aminokwasy te odgrywaja gtéwna role
w mechanizmie wiazania rezerpiny. Mimo ze oddalone sa
od siebie i leza w r6znych domenach biatka Bmr, to fatdo-
wanie biatka powoduje fizyczne ich zblizenie blisko kie-
szeni wiagzacej rezerping. Substytucja fenyloalaniny wpty-
wa istotnie na zmiang powinowactwa biatka do rezerpiny,
ale réwniez na swoistos¢ wiazania innych substancji [32].
Niestety substancja ta nie moze zosta¢ wdrozona do tera-
pii, poniewaz skuteczne st¢zenie rezerpiny jest toksyczne
dla organizmu ludzkiego [39].

6.1.2. Berberyna oraz 5’-metoksyhydnokarpina

Innymi zwigzkami pochodzenia roslinnego, ktére moga
wptywac na aktywnos¢ biatka NorA S. aureus sa berbe-
ryna oraz 5’-MHC (5’-methoxyhydnocarpin). Berberyna
podobnie jak bromek etydyny jest zwiazkiem o tfadunku
dodatnim, ktéry wiaze si¢ z DNA. Stabe dziatanie anty-
bakteryjne tego zwiazku wynika prawdopodobnie z tego,
ze sam staje si¢ substratem pomp i jest transportowany
poza komérke. Flawonoid 5°’-MHC odkryto w ekstrakcie
z lisci rosliny z gatunku Berberis fremontii oraz Berberis
aetnensis [43,67]. Zwiazek ten wzmacnia dziatanie anty-
mikrobiologiczne berberyny, alkaloidu obecnego w tej sa-
mej roslinie, poprzez inhibicje¢ mechanizmu efflux z udzia-
fem biatka NorA S. aureus. Inhibicja zachodzi, mimo ze
5’-MHC nie jest typowym substratem pompy NorA. Pompa
ta transportuje zwiazki hydrofilowe, o fadunku dodatnim,
natomiast 5’-MHC przyjmuje tadunek ujemny lub neu-
tralny [43]. To, ze w jednej roslinie znajduje si¢ zaréwno
substrat i inhibitor efflux Swiadczy o tym, ze rosliny roz-

winetly skuteczna strategi¢ walki przeciwko patogenom
roslinnym [36].

6.1.3. Phe-Arg-naftyl-amido dihydrochlorek

Intensywnie poszukuje si¢ inhibitoréw swoistych dla pomp
z rodziny RND, dlatego Ze sa one najczesciej wystepujacy-
mi pompami w gatunkach Gram-ujemnych bakterii, takich
jak P. aeruginosa. Jedna z pierwszych substancji o szerokim
zastosowaniu byt zwigzek MC-207,110 (Phe-Arg-naphthyl-
amide dihydrochloride). W badaniach okazato sig, ze od-
powiednie stgzenie MC-207,110 powoduje nawet 8-krotny
wzrost wrazliwosci na lewofloksacyne u P. aeruginosa oraz
64-krotny wzrost wrazliwosci w szczepie P. aeruginosa,
ktéry wykazuje nadekspresje pomp efflux [42]. Inhibitor
MC-207,110 dziata na rézne szczepy bakteryjne, réwniez na
te z mutacja w genach mex. MC-207,110 wzmaga dziatanie
antybiotykoéw, ktore sa substratami pompy MexAB-OprM,
ale nie ma wptywu na takie, ktére takimi substratami nie
sa. Silna zalezno$¢ aktywnosci inhibitora od rodzaju sub-
stratu pompy wskazuje, ze antybiotyki moga mieé rézne
miejsca wigzania na biatkach transportowych. W zwiazku
z tym inhibicja pompy nie powoduje jej catkowitej dezak-
tywacji i w dalszym ciagu moze ona transportowaé inne
substraty, a nawet sam MC-207,110 moze ulec transpor-
towi poza komérke. Doswiadczenia wykazuja, ze szcze-
py, ktére nie maja systemu efflux sg rowniez w niewiel-
kim stopniu wrazliwe na obecnos¢ MC-207,110. Przyczyna
tego moze by¢ zwigkszenie przepuszczalnosci oston ko-
morkowych [42].

Do dzis zaden z testowanych inhibitoréw pomp nie zo-
stal dopuszczony do leczenia ludzi lub zwierzat. Jak do-
tad mechanizm opornosci, warunkowany przez pompy
efflux nie jest wystarczajaco poznany. Nadal problemem
pozostaje koniecznos¢ kompatybilnosci inhibitoréw i an-
tybiotykéw [56].

6.1.4. Pochodne chinoliny

Aktywno$¢ inhibitorowa pochodnych chinoliny potwier-
dzono w badaniach dotyczacych szczepéw z gatunku
Enterobacter aerogenes [3]. Zwiazki te zwigkszaja wrazli-
wos¢ bakterii na rézne grupy antybiotykéw, w tym chloram-
fenikol i norfloksacyne [9, 19]. Obecnie pochodne chinoliny
badane sa pod katem ich wykorzystania do walki z wie-
lolekoopornymi szczepami E. aerogenes oraz Klebsiella
pneumoniae zwlaszcza w przypadku takich antybiotykow
jak chloramfenikol, tetracykliny czy norfloksacyna [9].

6.1.5. Arylpiperydyny i arylpiperazyny

Dotychczas kilkanascie zwiazkéw klasyfikowanych do aryl-
piperydyn oraz arylpiperazyn przebadano pod katem ich
aktywnosci inhibitorowej wzgledem pomp efflux. Niektére
pochodne arylpiperydyn, gtéwnie dihalogeny, zwigksza-
ja wrazliwos¢ Escherichia coli na linezolid zwigkszajac
akumulacj¢ tego antybiotyku wewnatrz komorki bakte-
ryjnej [70]. Dodatkowo, zwiazki te blokuja aktywnos¢
pomp efflux S. aureus oraz pompy AcrAB-TolC u E. coli
[29]. W przypadku arylpiperazyn, wykazano, ze zwiazki
nalezace do tej grupy moga hamowaé aktywnos$¢ pomp
efflux z rodziny RND. Jednym z najpowszechniej bada-
nych arylpiperazyn jest N-metylpyrolidon (NMP), kt6-
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ry wskutek aktywnosci inhibitorowej zwigksza akumu-
lacj¢ wewnatrz komorek bakteryjnych, takich zwiazkéw
jak fluorochinolony, barwniki fluorescencyjne czy linezo-
lid [7]. NMP wykazywat skuteczna aktywnos¢ wobec pa-
teczek z rodziny Enterobacteriaceae oraz Acinetobacter
baumanii [31,53,64].

6.2. Inne metody

Alternatywna metoda dla inhibitoréw pomp jest zaprojek-
towanie nowych lekéw zdolnych do ominigcia transporte-
réw btonowych. Do walki przeciwko metycylinoopornym
szczepom S. aureus wprowadza si¢ zupetnie nowe meto-
dy, takie jak terapia fotodynamiczna. Ten rodzaj terapii
jest szeroko badany, jako skuteczna alternatywa niszcze-
nia komérek rakowych. Niemniej ostatnio badania nad ta
terapia skupiaja si¢ réwniez wokot jej zastosowania prze-
ciwko bakteriom, grzybom i wirusom. Terapia fotodyna-
miczna polega na wprowadzeniu substancji Swiatloczu-
tej aktywowanej przez §wiatto o odpowiedniej dtugosci
fali. W wyniku aktywacji zwiazku chemicznego powsta-
je tlen singletowy oraz wolne rodniki, ktére dziataja cy-
totoksycznie na komorki [22]. Dobre wyniki otrzymano
zwlaszcza z zastosowaniem takich fotouczulaczy jak: he-
matoporfiryny, pochodne porfiryn [21]. Niedawno okaza-
fo sig, ze istnieja réwniez substancje fotouczulajace, ktére
sg substratami pomp, takich jak NorA S. aureus. Terapia
daje znacznie lepsze wyniki, gdy szczepy bakterii sa pre-
inkubowane z inhibitorami pomp, takimi jak wspomnia-
na juz rezerpina czy 5’-MHC. Skuteczno$¢ wzrasta row-

PismiennicTwo

niez w przypadku szczepow z nadekspresja NorA [69].
Ogromna zaletq tej terapii jest to, iz nie prowadzi ona do
selekcji bakterii opornych [21].

7. PopsumowaNIE
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Bakterie maja bardzo wyrafinowang ,,brofi” przeciwko an-
tybiotykom i bardzo czgsto wykazuja rézne mechanizmy
opornosci. Paradoksalnie sami jesteSmy odpowiedzialni za
nabywanie opornosci przez bakterie. Stosowanie antybio-
tykéw na tak szeroka skale zarowno w szpitalach, lecze-
niu zwierzat i rolnictwie, powoduje skutek odwrotny do
zamierzonego. Dlatego trzeba inwestowaé w inne sposo-
by walki z bakteriami, niz dotychczas znane antybiotyki.
Wielkie nadzieje poktada si¢ w roslinach, jako Zrédle sub-
stancji aktywnych. Pozyskiwanie nowych lekéw jest o tyle
trudne, ze nie znamy wszystkich mechanizmoéw dziatania
pomp oraz ich systemu regulacji. Napotykamy na trudnosci
chocby z izolacja biatek transportowych. Dodatkowo me-
chanizm pomp moze by¢ modyfikowany wyjatkowo szybko
przez mutacje w genomie bakteryjnym, ktére przyczyniaja
si¢ réwniez do nadekspresji pomp wczesniej nieznanych.
Dotychczas badane inhibitory pomp wykazuja duza tok-
sycznos¢ w stosunku do organizmu ludzkiego, dlatego dla
rozwoju tej strategii, konieczna jest identyfikacja nowych
zwigzkéw. Dotad poznano wazne reszty aminokwasowe
biorace udziat w rozpoznaniu substratéw oraz okreslono
wigkszo$¢ potencjalnych substratéw najczesciej wystepuja-
cych pomp bakteryjnych. Zidentyfikowano wiele systeméw
transportowych, i wciaz identyfikuje si¢ kolejne.
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