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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Opornos¢ wielolekowa jest powaznym problemem w leczeniu infekcji bakteryjnych i grzybiczych.
Jednym z gtéwnych mechanizméw opornosci jest aktywne usuwanie lekéw z komoérki. U bakte-
rii eksport substancji toksycznych z komérek odbywa sig za posrednictwem biatek nalezacych do
pigciu rodzin: MFS, SMR, ABC, RND i MATE. Substratami pomp moga by¢ m.in. antybiotyki,
chemioterapeutyki i detergenty. Geny opornosci na te zwiazki moga si¢ umiejscawiaé na chro-
mosomach badZ elementach ruchomych (plazmidy, transpozony, integrony). Obecnos¢ gendéw
opornosci na elementach ruchomych umozliwia bakteriom tatwe ich przekazywanie z komorki
do komorki i rozprzestrzenianie opornosci wielolekowej. Obecnie trwaja badania nad zwiazka-
mi wykazujacymi dziatanie inhibicyjne wzglgdem transporteréw wyrzutu lekéw. Biatka warun-
kujace wielolekoopornos¢ wystepuja réwniez u grzybéw. Naleza gtéwnie do rodziny transpor-
teréw ABC, do podrodziny PDR. Biatka te sa powszechnie badane u drozdzy Saccharomyces
cerevisiae.
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Summary

Multidrug resistance is a major problem in the treatment of infectious diseases caused by bacte-
ria and fungi. One of the basic mechanisms of resistance is active efflux of distinct drugs from
cells. Export of toxic compounds from bacterial cells is mediated by proteins of 5 distinct fami-
lies: MF, SMR, ABC, RND and MATE. The substrate spectrum of efflux pumps includes an-
tibiotics, chemotherapeutics and detergents. Genes that determine resistance can be located on
chromosomes or mobile elements (plasmids, transposons, integrons). The presence of resistance
genes on mobile elements enables bacteria to transfer those genes between cells and spread the
multidrug resistance phenotype. There are several inhibitors of efflux pumps that are currently
in the experimental phase. Proteins that mediate multidrug resistance are also present in fungal
cells. They belong mainly to the ABC superfamily of transporters and PDR subfamily. These ef-
flux pumps are widely investigated in Saccharomyces cerevisiae.
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Wykaz skrétow:

ABC - kaseta wigzaca ATP (ATP-binding cassette); MATE - multidrug and toxic compound extrusion;

MF - major facilitator; MFP - biatko taczace btony (membrane fusion protein); MIC - minimalne
stezenie hamujace (minimal inhibitory concentration); OMP - biatko btony zewnetrznej (outer
membrane protein); PDR - oporno$¢ wielolekowa (pleiotropic drug resistance); QRDR - region
determinujacy oporno$é na chinolony (quinolone-resistance-determining region); RND - resistance-
nodulation-cell division; SMR - small multidrug resistance.

1. WPROWADZENIE

Odkrycie i zastosowanie antybiotykéw umozliwito walke
z groznymi infekcjami bakteryjnymi. Jednak wraz z roz-
powszechnieniem si¢ antybiotykéw, bakterie wyksztalcity
rézne mechanizmy opornosci na te srodki. Jednym z nich
jest aktywny wyrzut lekéw z komérki. Biora w nim udziat
biatka, ktdére eksportuja antybiotyki i inne srodki antybak-
teryjne z wnetrza komorki do Srodowiska zewnetrznego.
Transportery te naleza do pigciu niespokrewnionych rodzin:
MF (major facilitator), SMR (small multidrug resistance),
MATE (multidrug and toxic compound extrusion), RND (re-
sistance-nodulation-cell division) i ABC (ATP-binding cas-
sette) (ryc. 1). Transportery nalezace do rodzin MF, SMR
i RND, jako Zrédlo energii do aktywnego eksportu lekéw
z komorki wykorzystuja sil¢ protonomotoryczna. Transport
lekéw przez biatka MATE warunkowany jest gradientem ste-
zenia jonéw Na*, natomiast biatka nalezace do rodziny ABC
wykorzystuja energi¢ pochodzaca z hydrolizy ATP [40].

Transportery lekowe moga miec szeroka swoistos¢ substra-
towa i odpowiadac¢ za wyrzut antybiotykéw nalezacych do
r6znych klas lub moga by¢ lekoswoiste i eksportowaé kon-
kretna, charakterystyczna dla danego biatka, klasg zwigzkéw
antybakteryjnych. Geny kodujace biatka odpowiedzialne
za wyrzut lekéw moga wystgpowaé zaréwno na chromo-
somie bakteryjnym, jak i na mobilnych elementach geno-
mu, takich jak plazmidy czy transpozony.

W zwiazku z duza rola systeméw usuwania lekéw w warunko-
waniu wielolekoopornosci drobnoustrojéow potencjalnie groz-
nych dla zdrowia ludzi i zwierzat, stale prowadzone sg badania
nad ich budowa, mechanizmem dziatania, fizjologiczna rola
w komoree, jak i zwiazkami hamujacymi ich dziatanie [42].

2. TRANSPORT AKTYWNY

Opisane w pracy systemy usuwania lekéw naleza do ukta-
déw transportu aktywnego. Transport aktywny to termody-
namicznie niesamorzutny, endoergiczny strumien substancji
przechodzacy przez btong komérkowa sprze¢zony z procesem
egzoergicznym dostarczajacym energii dla tego transportu
(np. hydroliza ATP, ale tez bierne transporty innych substan-
cji). Sitami napgdowymi egzoergicznych biernych proceséw
transportowych moga by¢ gradienty elektrochemiczne r6z-
nych jonéw (np. gradient protonowy, gradient Na*). System

MATE  MF SMR RND ABC

btona komérkowa

cytoplazma Pi

Ryc. 1. Schemat budowy i dziatania btonowych transporteréw lekowych

tranportujacy jedna substancj¢ nazywamy uniportem, nato-
miast transporty sprz¢zone dwu substancji moga by¢ sym-
portem (w tym samym kierunku) lub antyportem (w przeciw-
nych kierunkach). Systemy transportu aktywnego nazywane
sq pompami, gdyz moga translokowa¢ substancj¢ w okre-
Slonym kierunku (np. wyrzut z komorki) niezaleznie od kie-
runku ich gradientu chemicznego lub elektrochemicznego.

Systemy aktywnego transportu stanowia biatkowo-lipidowe
uktady (kompleksy) umiejscowione w btonach komoérko-
wych. Strumienie substancji sa wielkosciami ukierunkowa-
nymi (wektorowymi). Sprzgzenie procesOw ukierunko-
wanych z reakcjami chemicznymi lub innymi systemami
transportowymi nie moze by¢ realizowane w Srodowisku
izotropowym, wymaga srodowiska anizotropowego. Btona
komérkowa, jako miejsce lokalizacji tych uktadéw, stanowi
barier¢ migdzy komorka i jej otoczeniem, a takze tworzy
Srodowisko anizotropowe niezbgdne dla tego sprzezenia
transportu z reakcja chemiczng lub innym ukierunkowa-
nym transportem. Opisane systemy transportowe wyrzutu
rozmaitych lekéw naleza do r6znych grup zréznicowanych
pod wzgledem rodzajéw transportu aktywnego i mechani-
zmoOw wykorzystania energii dla ich funkcji.

Rézne pod wzgledem sprzgzenia z egzoergicznymi procesami
systemy transportowe moga by¢ hamowane inhibitorami ak-
tywnosci ATP-azowej lub czynnikami rozprzg¢gajacymi wspot-
transport, czyli sprz¢zony transport dwdch substancji w tym
samym badZ przeciwnym kierunku (symport lub antyport).

3. SYSTEMY USUWANIA LEKOW Z KOMOREK BAKTERII
GRAM-DODATNICH

U bakterii Gram-dodatnich wystgpuje wiele transporteréw
btonowych promujacych usuwanie leku z komérki, aby
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Tabela 1. Rodziny systemdw usuwania lekéw z komérek bakteryjnych

Rodzina transporterow Budowa biatka Zakres substratowy Irédto energii
okoto 400 aminokwasow; 12 lub 14 tetracyKliny, ﬂuorochmo!ony, sita protonomotoryczna
MF o . chloramfenikol, makrolidy, )
TMS; jednopodjednostkowe . . . (gradient pH)
linkozamidy, streptograminy
okoto 110 aminokwaséw; 4TMS;  chloramfenikol, streptomycyna, sita protonomotoryczna
SMR ; ; ; . .
wystepuja w postaci tetrameréw tetracykliny (gradient pH)
B-laktamy, fluorochinolony,
RND okoto 1000 aminokwaséw; 12TMS; ~ chloramfenikol, tetracykliny, sita protonomotoryczna
wsp6tdziataja z OMP i MFP makrolidy, sulfonamidy, (gradient pH)
aminoglikozydy, erytromycyna
MATE okoto 450 aminokwaséw; 12TMS  aminoglikozydy, fluorochinolony gradient Na*
tetracykliny, fluorochinolony,
ABC wystepuje w postaci kompleksu chloramfenikol, makrolidy, hydroliza ATP

wielopodjednostkowego

linkozamidy, aminoglikozydy,
rifampicyna

zapobiec jego akumulacji w komérce, co w konsekwencji
mogloby doprowadzi¢ do Smierci bakterii. Biatka trans-
portujace leki u bakterii Gram-dodatnich naleza do trzech
niespokrewnionych rodzin: MF (major facilitator), SMR
(small multidrug resistance) i ABC (ATP-binding cassette)
[26]. Ich obecnos¢ zapewnia bakteriom opornos¢ na wiele
zwigzkéw antybakteryjnych, tj. fluorochinolonéw, tetracy-
klin oraz antybiotykéw nalezacych do rodziny MLS (ma-
krolidy, linkozamidy i streptograminy). Niektére wiasno-
Sci tych biatek zebrano w tabeli 1.

3.1. Rodzina MF transporteréw blonowych

Wiele transporteréw blonowych, wystepujacych u bakte-
rii Gram-dodatnich, nalezy do rodziny MF (major facili-
tator). Jest to duza i r6znorodna rodzina. Nalezace do niej
transportery btonowe bakterii Gram-dodatnich funkcjonu-
ja jako jednopodjednostkowa pompa [23]. Bialka te skta-
daja si¢ z okoto 400 reszt aminokwasowych zorganizo-
wanych w 12 lub 14 transbtonowych helis [4]. Pomigdzy
helisa 6 1 7 wystepuje duza petla cytoplazmatyczna tacza-
ca obie potowy transportera [5]. Transport substratu przez
systemy wyrzutu nalezace do rodziny MF odbywa si¢ na
zasadzie uniportu, symportu z jednoczesnym wyplywem
jonéw H* lub Na*, antyportu z jednoczesnym naptywem
jonéw wodorowych lub antyportu z jednoczesnym napty-
wem substancji rozpuszczonej [23]. Energi¢ do transpor-
tu biatka te czerpia z gradientu protonéw po obu stronach
btony [51]. Do grona transporteréw lekéw, nalezacych
do rodziny MF, zalicza si¢ m.in. biatko NorA. Wystepuje
ono u Staphylococcus aureus i charakteryzuje si¢ szero-
ka swoistoscia dla lekéw hydrofilnych [4]. Gen kodujacy
biatko NorA znajduje si¢ na chromosomie, co zapewnia
wrodzona opornos¢ tego gatunku na fluorochinolony, ta-
kie jak norfloksacyna i ciprofloksacyna [44]. Opornos¢
uzalezniona jest od zwigkszenia ekspresji genu norA, kt6-
ra moze by¢ wynikiem mutacji. Takie zjawisko wystepuje
w opornych na fluorochinolony szczepach klinicznych S.
aureus, u ktérych mutacja wystgpuje w promotorze genu
norA [30]. Kolejnym przyktadem transportera, nalezacego
do rodziny MF, jest Bmr wystepujacy u Bacillus subtilis.

Jest to transporter wielolekowy, homologiczny do NorA.
Ekspresja tego biatka jest regulowana przez biatko regula-
torowe BmrR. W swojej strukturze ma ono kieszen, ktéra
wiaze kationy hydrofobowe, aktywujac tym samym eks-
presj¢ biatka Bmr. Kazda dodatnio natadowana czastecz-
ka, mogaca dopasowac si¢ do kieszeni, moze by¢ ligan-
dem dla BmrR [38]. Badania wykazaty, ze transporter Bmr
odpowiada za usuwanie z komoérki antybiotykéw, takich
jak chloramfenikol, puromycyna i fluorochinolony [33].
U B. subtilis wystgpuje réwniez biatko transporterowe
Blt, bedace homologiem Bmr. Oba biatka maja podobny
zakres substratowy, jednak réznig si¢ drogami ekspres;ji.
W przeciwienistwie do genu bmr, blt nie ulega ekspresji
u szczepow dzikich [42]. U bakterii Gram-dodatnich po-
wszechnie wystepuje réwniez transporter MefA, opisa-
ny u Streptococcus pyogenes oraz MefE, wystepujacy
u Streptococcus pneumoniae. Geny obu biatek zidentyfi-
kowano wewnatrz transpozonu, wystgpujacego na chro-
mosomie. Zaréwno biatko MefA, jak i MefE maja waski
zakres substratowy, ograniczony do makrolidéw. Poznane
dotychczas systemy usuwania lekéw z komérek bakterii
Gram-dodatnich zebrano w tabeli 2.

Do transporteréw z rodziny MF, wystepujacych u wie-
lu bakterii Gram-dodatnich, naleza dwa biatka promuja-
ce eksport tetracykliny: TetK i TetL. Sa one przyktadem
transporteréw o waskiej swoistosci substratowej. Obecnosé
TetL opisano u B. subtitis, natomiast TetK u S. aureus [33].
Przedstawione wyzej determinanty opornosci na tetracy-
kliny sa kodowane chromosomowo, natomiast ekspresja
tych biatek jest regulowana przez biatko TetR. Regulator
ten ma kieszen, w ktérej polarne aminokwasy i zwigzane
czasteczki wody tworza gesta sie¢ wiazar tetracyklina-Mg**
za pomocg wigzan wodorowych i sit van der Waalsa [38].

Kolejnym przyktadem systemu usuwania lekéw, zaklasyfi-
kowanego do rodziny MF, jest biatko LmrB. Wykazano, ze
spontaniczne mutanty B. subtilis, oporne na linkomycyng
i puromycyng, wykazywaty podwyzszong ekspresj¢ genu
ImrB, wystepujacego w operonie z genem /mrA, koduja-
cym prawdopodobnie biatko represorowe [42].
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Tabela. 2. Systemy usuwania lekéw z komdrek bakterii Gram-dodatnich

wyrix::ell:: kéw tra:so:ozri:‘:réw Organizm Zakres substratowy

NorA MF S. aureus fluorochinolony

Bmr MF B. subtilis chloramfenikol, fluorochinolony, puromycyna

BIt MF B. subtilis chloramfenikol, fluorochinolony

MefA MF S. pyogenes makrolidy

MefE MF S. pneumoniae makrolidy

Tetl MF B. subtilis tetracykliny

TetK MF S. aureus tetracykliny

FexA MF S. lentus chloramfenikol, florfenikol

LmrB MF B. subtilis linkomycyna, puromycyna

LmrP MF L. lactis makrolidy, linkozamidy, streptograminy
MdeA MF S. aureus makrolidy, linkozamidy, streptograminy
Smr SMR S. aureus bromek etydyny, czwartorzedowe sole amonowe
LmrA ABC L. lactis chloramfenikol, makrolidy, linkozamidy, streptograminy
Vga A/B ABC S. aureus streptograminy

MsrA ABC Staphylococcus spp. erytromycyna, streptograminy typu B

MsrC ABC E. faecalis makrolidy, streptograminy B

Lsa ABC E. faecalis linkozamidy, streptograminy A

LsaB ABC S. sciuri klindamycyna

3.2. Rodzina SMR transporteréw blonowych

Transportery nalezace do rodziny SMR sktadajg si¢ z okoto
110 reszt aminokwasowych i w swojej strukturze zawieraja
cztery segmenty transbtonowe. W zwiazku z niewielkimi
rozmiarami biatek nalezacych do tej rodziny, prawdopodob-
nie funkcjonuja one jako kompleksy oligomeryczne [33].

Zrédtem energii do aktywnego usuwania substratéw jest
sita protonomotoryczna [23]. Mimo ze transportery SMR
sq wielolekowe, ich zakres substratowy ograniczony jest
do lipofilnych lekéw, sSrodkéw antyseptycznych i dezyn-
fekcyjnych [30]. Transportery nalezace do tej rodziny po
raz pierwszy opisano u S. aureus, ale wystgpuja réwniez
u innych gronkowcéw. Nalezy tu biatko Smr, kodowane
przez gen smr, ktory znajduje si¢ zaréwno na plazmidach
koniugacyjnych, jak i niekoniugacyjnych. Biatko Smr po-
Sredniczy w wymianie leku na proton na zasadzie anty-
portu. Analiza sekwencyjna plazmidéw ujawnita obecnos¢
takze dwdch innych biatek, w duzym stopniu homologicz-
nych do Smr, QacG i QacH. Podobnie jak Smr, transpor-
tery te promuja eksport m.in.: bromku etydyny i czwarto-
rzgdowych soli amonowych [44].

3.3. Rodzina ABC transporteréw blonowych

Kolejna rodzing transporterow lekowych, wystepujacych
u bakterii Gram-dodatnich, jest rodzina ABC. Biatka

nalezace do tej rodziny zbudowane sg z czterech domen:
dwdéch domen NBD (nucleotide binding domain) i dwéch
TMD (transmembrane domain) [31]. TMD w swej struk-
turze zawieraja szes$¢ transblonowych o-helis i tworza
homo- lub heterodimery. Dwie domeny NBD wiaza ATP
po stronie cytoplazmatycznej i wspoétdziataja z domenami
transbtonowymi [23].

Cecha odrézniajaca transportery ABC od pozostatych ro-
dzin jest zZrédlo energii do aktywnego usuwania lekow,
energia bowiem pochodzi z hydrolizy ATP. Zwiazanie i hy-
droliza ATP wywotuje zmiany konformacyjne w struktu-
rze transportera, co jest niezbgdne do eksportu substratéw.
Zakres substratowy transporteréw ABC obejmuje tetracykli-
ny, fluorochinolony, chloramfenikol, rifampicyne, makroli-
dy, linkozamidy, aminoglikozydy [55]. Biatka nalezace do
rodziny ABC rzadko wystgpuja u bakterii. Pierwszym po-
znanym bakteryjnym systemem usuwania lekéw jest LmrA
wystepujacy u L. lactis. Transporter ten funkcjonuje jako
homodimer i ma przynajmniej dwa miejsca wiazace lek [4].
Determinuje opornos¢ na chloramfenikol oraz antybiotyki
MLS. Homologi tego biatka wystepuja takze u B. subtilis
i S. aureus [33]. Badania wykazaty, ze indukowana opor-
nos¢ na erytromycyng i streptograminy typu B zwigzana
jest z przypuszczalnym mechanizmem usuwania lekéw ko-
dowanym przez plazmidowy gen msrA. Biatko MsrA nale-
zy do rodziny ABC jednak nie ma domeny transmembra-
nowej. Gronkowce majace MsrA wykazywaty zmniejszona
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Tabela. 3. Systemy usuwania lekéw z rodziny RND wystepujace u £. coli

Komponenty systemu
System wyrzutu lekéw Zakres substratowy
MFP RND OMP
AcrAB-TolC AcrA AcB TolC B-laktamy, erytromycyna, chloramfenikol,

fluorochinolony, tetracykliny, nowobiocyna, linezolid

AcaD AcrA AcD TolC aminoglikozydy, nowobiocyna

AcrEF AcrE AcrF TolC fluorochinolony, tetracykliny, linezolid, trimetoprim

Yhiuv YhiU Yhiv TolC doksorubicyna, nowobiocyna, erytromycyna

MdtABC MdtA MdtB/MdtC TolC nowobiocyna, B-laktamy

akumulacj¢ erytromycyny w komorce. Jest wigc mozliwe,
ze MsrA wspoipracuje z innym biatkiem, dostarczajacym
niezbedna domeng transbtonowa. Znalezione na mobilnych
elementach plazmidowych geny vgaA i vgaB determinu-
ja opornos¢ na mieszaning streptogramin typu A i typu B
u S. aureus [33]. U innej bakterii, Enterococcus faecalis,
powszechnie wystepuje chromosomowy gen msrC kodu-
jacy determinant¢ oporno$ci na makrolidy i streptogra-
miny B. E. faecalis wykazuje rowniez charakterystyczna
dla siebie, wrodzona oporno$¢ na linkozamidy i strepto-
graminy A. Zapewnia ja chromosomowy gen Isa, koduja-
cy transporter ABC, ktéry nie ma domeny transblonowe;j.
Biatko podobne do Lsa opisano u Streptococcus sciuri.
Jest to transporter LsaB kodowany przez DNA plazmido-
we 1 warunkujacy opornos¢ tego gatunku na pétsyntetycz-
ny antybiotyk z grupy linkozamidéw — klindamycyne [33].

4. SYSTEMY USUWANIA LEKOW Z KOMOREK BAKTERII
GRAM-UJEMNYCH

W zwiazku z r6znicami w budowie migdzy ostonami ko-
morek bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, rézne
s3 rowniez systemy usuwania lekéw wystepujace u tej gru-
py bakterii. Mimo ze u bakterii Gram-ujemnych wystepuja
systemy usuwania lekéw nalezace do wszystkich wspomnia-
nych wczesniej rodzin, najbardziej znaczace i charaktery-
styczne dla tej grupy sa transportery nalezace do rodziny
RND (resistance-nodulation-cell division).

4.1. Rodzina RND transporteréw blonowych

Transportery RND (resistance-nodulation-cell division) sa
szeroko rozprzestrzenione wsrdd bakterii Gram-ujemnych.
Sa to pompy wielolekowe, kodowane zwykle przez geny
chromosomowe [23]. Transportery RND wspétpracuja
z bialkami wystgpujacymi w peryplazmie i w btonie ze-
wnetrznej w taki sposéb, ze caty system wyrzutu lekow
sktada si¢ z tréjczesciowego kompleksu. Pierwsza sktado-
wa tego systemu jest biatko transporterowe znajdujace si¢
w btonie cytoplazmatycznej. Ma ono 12 transmembrano-
wych segmentéw lub a-helis, ktére maja dwie duze dome-
ny cytoplazmatyczne migdzy segmentem pierwszym i dru-
gim oraz migdzy segmentem siédmym i 6smym. Domeny
te zawieraja reszty aminokwasowe, ktére sa odpowie-
dzialne za rozpoznawanie substratu. Dziatanie transpor-
teréw polega na antyporcie substrat-proton. Kolejna cze-
Scig systemu RND jest peryplazmatyczne biatko taczace

btony. Bialko to tworzy strukture podobna do pierscienia
i ma dwie domeny hydrofobowe przy C-koricu i N-koricu,
ktore prawdopodobnie oddziatuja z komponentami btony
zewngtrznej i cytoplazmatycznej. Jego dzialanie opisuja
dwa mozliwe modele. Pierwszy zaklada oligomeryzacje
peryplazmatycznego biatka taczacego btony z biatkiem bto-
ny zewngtrznej, przez co formowany jest kanat, ktéry sta-
nowi droge substratu przez peryplazme. Funkcjonowanie
biatka taczacego btony wedtug drugiego modelu odbywa
si¢ przez posrednictwo w zestawieniu btony zewngtrznej
i cytoplazmatycznej i utworzeniu szlaku transportu sub-
stratu. Biatka te sa prawdopodobnie niezbedne w montazu
i funkcjonowaniu pomp RND [43]. Ostatnia sktadowa jest
biatkowy kanat btony zewnetrznej. Jest to trimer sktadaja-
cy sig z polaczonych beczutkowatych struktur. Jeden koniec
tworzy por o szerokim otworze i jest osadzony w btonie ze-
wnetrznej kotwiczac dtugi tunel zbudowany z 12 o-helis,
siegajacy w peryplazmeg. Jest on otwarty w strong czgsci
beczutkowatej, a zamknigty w kierunku btony cytopla-
zmatycznej. Zamknigty koniec tunelu moze zostaé otwar-
ty poprzez ruch o-helis. Tak funkcjonujacy system wyrzu-
tu moze usuwacé antybiotyki przez btong cytoplazmatyczna
i stabo przepuszczalng btong zewngtrzna. U Escherichia
coli wystepuje siedem znanych transporteréw RND, z cze-
2o pigc jest dobrze scharakteryzowanych. Charakterystyke
tych biatek przedstawia tabela 3.

Najlepiej poznany jest system AcrAB-TolC, gdzie AcrB to
biatko transporterowe znajdujace si¢ w btonie cytoplazma-
tycznej, AcrA jest biatkiem peryplazmatycznym, a TolC
biatkiem btony zewngtrznej [32]. Trimer AcrB sktada sig
z domeny peryplazmatycznej i domeny transmembranowe;.
Wyzsza czg$¢ domeny peryplazmatycznej wchodzi w in-
terakcje z TolC. Domena peryplazmatyczna odgrywa de-
cydujaca rolg w determinowaniu swoistosci substratowe;j.
Transportowany lek jest wigzany do kieszeni znajdujace;j
si¢ w centrum trimeru AcrB, jednak kazdy z rozpoznawa-
nych lekéw oddziatuje z innymi resztami aminokwaséw.

TolC to biatko wielofunkcyjne, ktére dzigki krétkotrwatym
interakcjom z transporterem lekowym indukowanym obec-
noscia substratu, moze si¢ chwilowo otwiera¢ i przenosic¢
leki o niewielkiej masie oraz duze polipeptydowe toksy-
ny. TolC ma strukturg trimeryczna — trzy czasteczki TolC
formuja cylindryczny kanal. Koniec od strony btony ze-
wnetrznej jest otwarty, a koniec peryplazmatyczny zweza
sig¢. Zamykanie kanatu TolC zalezy m.in. od pH [4]. Geny
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Tabela. 4. Systemy usuwania lekéw z rodziny RND u P, aeruginosa

Komponenty systemu
System wyrzutu lekow Zakres substratowy
MFP RND omp
] B-laktamy, fluorochinolony, chloramfenikol,
MexAB-Opri Mexh MexB Opri makrolidy, tetracyklina, sulfonamidy, nowobiocyna
MexCD-Opr) MexC MexD oprl cefsulodyna{ nowobiocyna, ﬂuorochinolqny,
chloramfenikol, erytromycyna, tetracykliny
MexEF-OprN MexE MexF OprN fluorochinolony, chloramfgnikol, trimetoprim,
tetracykliny
MexXY MexX MexY OprM tetracyklina, erytromycyna, aminoglikozydy
MexJK MexJ MexK OprM/0pmH erytromycyna, tetracykliny, triklosan
MexGHI-OpmD MexH Mexl OpmD norfloksacyna
MexVW MexV MexW Opri fluorochinolony, tetracykliny, chloramfenikol,

erytromycyna

acrA i acrB leza w jednym operonie i ekspresjonowane
razem odpowiadaja za opornos¢ na barwniki, detergenty
i antybiotyki. Substratami tego systemu sa takie leki jak:
chloramfenikol, B-laktamy, makrolidy i fluorochinolony.
Sktadanie AcrA, AcrB i TolC w funkcjonalng pompg na-
stgpuje w zaleznosci od obecnosci substratu. Innym sys-
temem usuwania lekéw u E. coli jest AcrD, ktéry ekspor-
tuje nowobiocyng i aminoglikozydy, jednak do sprawnego
funkcjonowania wymaga obecnosci AcrA i TolC. System
AcrEF nie wystgpuje u organizmoéw dzikich, tylko u mu-
tantéw opornych na fluorochinolony, ktére nie maja sys-
temu AcrAB. Biatko AcrF wspoétdziata z AcrA i TolC.
Zwigkszona ekspresja genéw systemu YhiUV powoduje
opornos¢ tego gatunku na doksorubicyne i erytromycyne.
YhiUV jest homologiem AcrAB. Kolejnym kompleksem
promujacym eksport lekéw u E. coli jest MAtABC. Jest to
system, zawierajacy dwa rézne transportery: MdtB i MdtC
i obecnos¢ ich obu jest konieczna do sprawnego dziatania.
Substratami dla tych transporteréw jest np. nowobiocyna
[23]. Wszystkie wyzej wymienione systemy wspotdziata-
ja z biatkiem TolC.

Kolejnym organizmem, u ktérego wystepuje wiele réz-
nych transporteréw RND jest Pseudomonas aueruginosa.
Ma on okoto dwanascie pomp, z czego siedem zostato do-
tychczas scharakteryzowanych (tabela 4). Pierwsza z nich
jest system MexAB-OprM, gdzie MexA to biatko perypla-
zmatyczne taczace blony, MexB jest transporterem RND,
a OprM bialkiem btony zewnegtrznej. Jest to system, ktore-
go transportery maja najszerszy zakres substratowy u tego
gatunku. Substratami dla tej pompy moga by¢ -laktamy,
chinolony, makrolidy, tetracyklina, chloramfenikol, no-
wobiocyny, sulfonamidy, trimetoprim, tiolaktomycyna.
System MexCD-OprJ wystepuje u szczepdéw P. aeruginosa
majacych mutacje nfxB. Mutanty nfxB dziela si¢ na dwie
grupy: A i B. Mutanty typu A oporne sa na ofloksacyne,
erytromycyng i niektére nowe cefalosporyny (np. cefsulo-
dyna), a mutanty typu B dodatkowo jeszcze na tetracykling
i chloramfenikol. Kolejnym mechanizmem eksportu lekéw
u tego gatunku jest MexEF-OprN. System ten wystgpuje
tylko u szczepéw majacych mutacje nfxC. Zapewnia im to

opornos¢ na fluorochinolony, tetracykling, chloramfenikol
i trimetoprim. W przeciwieristwie do MexAB-OprM, syste-
my MexCd-OprJ oraz MexEF-OprN nie sa odpowiedzialne
za opornos¢ na B-laktamy. Dziatanie tego systemu wspo-
magane jest zmniejszong ekspresja oprD — genu koduja-
cego biatko porynowe btony zewngtrznej, ktére jest gtow-
nym kanatem imipenemu. Mutanty, u ktérych brak tego
biatka sg niewrazliwe na ten antybiotyk. Operon mexXY,
w przeciwienistwie do wyzej wymienionych systemow,
nie ma otwartej ramki odczytu dla genu kodujacego biat-
ko blony zewnegtrznej. Zamiast tego wykorzystuje OprM
jako komponent btony zewnetrznej. Delecja genéw mexXY
skutkuje zwigkszona przepuszczalnoscia dla aminogliko-
zydow, tetracykliny i erytromycyny. Ekspresja tych genéw
u E. coli powoduje opornos¢ na fluorochinolony, mimo ze
u P. aeruginosa nie przyczynia si¢ do wrodzonej opornosci
na te leki. MexJK jest systemem, dla ktérego substratami
jest triklosan, erytromycyna i tetracyklina. Do transportu
erytromycyny i tetracykliny MexJK wymaga obecnosci bial-
ka btony zewnetrznej OprM, a do eksportu triklosanu wy-
korzystuje biatko OpmH. Kolejnym mechanizmem ekspor-
tu lekéw u P. aeruginosa jest MexGHI-OpmD. Sktada sig
on z peryplazmatycznego biatka taczacego btony (MexH),
transportera RND (MexI) i kanatu biatkowego btony ze-
wnetrznej (OpmD). W systemie tym wystepuje dodatkowo
mate biatko integralne btony — MexG, ktérego rola nie zo-
stala jeszcze poznana. Mechanizm ten zapewnia opornosé
na norfloksacyne. MexVW wspétpracuje z OprM i jest od-
powiedzialny za eksport fluorochinolonéw, tetracykliny,
chloramfenikolu i erytromycyny. U Neisseria gonorrhoeae
wystepuje system MtrCDE, gdzie MtrC jest biatkiem pe-
ryplazmatycznym, MtrD jest transporterem RND, a MtrE
biatkiem btony zewngtrznej. Obecnosé¢ MtrC i MtrE jest
konieczna do transportu erytromycyny, penicyliny i kwa-
séw ttuszczowych. Ich inaktywacja powodowata wzrost
wrazliwosci na te zwiazki [23]. Burkholderia cepacia,
ktora jest patogenem roslin i oportunistycznym patogenem
ludzkim ma system CeoAB-OpcM. Jest on homologiem
MexAB-OprM i promuje aktywne usuwanie chloramfe-
nikolu, fluorochinolonéw i trimetoprimu. Inny przedsta-
wiciel tego rodzaju, Burkholderia pseudomallei, ma dwa
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systemy wyrzutu: AmrAB-OprA oraz BpeAB-OprB. Oba
nadaja opornos$¢ tej bakterii na aminoglikozydy i w mniej-
szym stopniu na makrolidy. Dwa mechanizmy eksportu
lekéw wystepuja réwniez u innej bakterii Gram-ujemnej,
Stenotrophomonas maltophila. Pierwszy z nich to SmeABC,
jednak tylko SmeC warunkuje opornosé na P-laktamy,
aminoglikozydy i fluorochinolony. Sugeruje to, ze SmeC
moze by¢ cz¢scia innej, niezidentyfikowanej jeszcze pom-
py. Drugim mechanizmem jest SmeDEF, dla ktérego sub-
stratami sa makrolidy, fluorochinolony, chloramfenikol, te-
tracyklina i erytromycyna [23]. Serratia marcescens ma
trzy mechanizmy RND, zapewniajace wieloantybiotykowa
opornos¢. SdeAB odpowiada za usuwanie fluorochinolo-
néw, chloramfenikolu, barwnikéw i detergentéw, natomiast
SdeCDE i SdeXY eksportuja norfloksacyne i tetracykli-
ne¢ [4]. U Haemophilus influenzae wystgpuje tréjgenowa
grupa kodujaca HIO893, HIO894 i HIO895. Dysrupcja
(zniszczenie) genéw HIO894 i HIO89S5 powoduje wzrost
wrazliwosci na erytromycyneg, rifampicyng, nowobiocyny,
SDS i barwniki kationowe. Acinetobacter baumannii ma
dwa systemy usuwania lekéw: AdeABC, ktérych obecnosé
warunkuje opornos¢ na aminoglikozydy, fluorochinolony,
chloramfenikol, tetracykling, erytromycyng i trimetoprim,
natomiast ekspresja AdeDE powoduje spadek wrazliwo-
Sci na amikacyne, ceftazidim, chloramfenikol, ciproflok-
sacyng, erytromycyng, meropenem, rifampin i tetracykling
[23]. Salmonella enterica serotyp Typhimurium opornosé
na fluorochinolony, tetracykliny, chloramfenikol, karbeni-
cyling i cefoksytyng zawdzigcza obecnosci systemu AcrAB
[42]. Mechanizm AcrAB-TolC wystepuje tez u Enterobacter
aerogenes, Klebsiella pneumoniae i Klebsiella oxytoca
i warunkuje oporno$¢ na fluorochinolony, chloramfeni-
kol i tetracykling. U Campylobacter jejuni obecne sa dwa
mechanizmy usuwania lekéw: CmeABC, odpowiedzial-
ny za opornos$¢ na fluorochinolony, sole kwaséw zoétcio-
wych, bromek etydyny i metale cigzkie oraz CmeDEF [23].

4.2. Rodziny MF, MATE, SMR i ABC transporterow
blonowych

U bakterii Gram-ujemnych wystepuja biatka transportujace
leki nalezace do kazdej z gtéwnych rodzin. Transportery te-
tracykliny sa w wigkszosci biatkami rodziny MF. Systemy
usuwania lekow sg przewazajacym mechanizmem warun-
kujacym opornos¢ na te zwiazki. Wystepuja u kilkunastu
organizmOw m.in.: Shigella spp., Salmonella spp., E. coli,
Chlamydia, Helicobacter pylori, ale brak ich na przyktad
u Campylobacter czy Neisseria spp. Biatka Tet zapew-
niaja opornos¢ na tetracykling, oksytetracykling i chlor-
tetracykling [43]. Badania wykazaty obecnos¢ u E. coli
dwoch otwartych ramek odczytu: emrA i emrB. Pierwsza
z nich koduje biatko transporterowe nalezace do rodzi-
ny MF, a druga biatko peryplazmatyczne taczace btony.
Transporter ten wspotdziata z biatkiem blony zewngtrz-
nej TolC. System EmrAB zapewnia opornos$¢ na anty-
biotyki hydrofobowe. Znaczaca homologi¢ z systemem
EmrAB wykazuje VceAB wystepujacy u Vibrio cholerae.
Obecnos¢ tego transportera warunkuje opornos¢ na réz-
ne toksyczne zwigzki np. deoksycholany oraz antybioty-
ki: kwas nalidyksowy i chloramfenikol [44]. MdfA wyste-
pujacy u E. coli réwniez nalezy do rodziny MF i promuje
wyrzut chloramfenikolu z komérki. MdfA jest przyktadem
transportera, ktéry nadaje opornos¢ na jedng grupe zwiaz-
kéw, ale zwigksza wrazliwos¢ na druga. Homologi MdfA

obecne sg u wielu bakterii Gram-ujemnych, np. CmlA
wystepujacy u P. aeruginosa. Jego obecno$¢ warunku-
je oporno$¢ na chloramfenikol i florfenikol. Z opornoscia
na oba te zwiazki zwigzane jest réwniez biatko kodowa-
ne plazmidowo przez gen pp-flo wystgpujace u patogenu
ryb Pasteurella piscicida. Prawie identyczny gen flog, jest
obecny u Salmonella enterica serowar Typhimurium i réw-
niez warunkuje eksport chloramfenikolu i florfenikolu [30].
Do rodziny SMR nalezy m.in. transporter EmrE wystepu-
jacy u E. coli. Jest to homooligomer, ztozony prawdopo-
dobnie z trzech monomerdéw [7]. Warunkuje opornos¢ na
tetracykling i bromek etydyny. Jego dziatanie polega na
tym, ze po zwigzaniu leku dwie z trzech reszt Glu oddaja
proton. Wtedy transporter ulega zmianom konformacyj-
nym. Miejsce wigzania zamyka si¢ i otwiera po drugiej
stronie btony. Uwolnienie leku katalizowane jest przez
dwa protony. U bakterii Gram-ujemnych wystepuja takze
transportery nalezace do rodziny MATE. Usuwanie leku
jest w tym przypadku potaczone z naptywem Na* do ko-
morki. Przedstawicielem tej klasy biatek jest NorM wy-
stepujacy u Vibrio parahaemolyticus. Determinuje opor-
nos$¢ na barwniki, fluorochinolony i aminoglikozydy [4].
Jego homolog YdhE promuje eksport tych samych zwiaz-
kéw 1 wystepuje u E. coli. Innymi transporterami tej ro-
dziny sa HmrM u Haemophilus influenzae oraz PmpM
u P. aeruginosa. Ich obecnos$¢ warunkuje opornos¢ na flu-
orochinolony, detergenty i barwniki [43]. Do rodziny ABC
nalezy m.in. MacAB-TolC. Jest to jedyny znany system
usuwania lekéw z tej rodziny, kodowany przez geny chro-
mosomowe u bakterii Gram-ujemnych, ktéry dziata razem
z peryplazmatycznym biatkiem taczacym btony i biatkiem
btony zewngtrznej. Wystepuje u E. coli i jest swoisty dla
eksportu makrolidéw [44]. Transporterem nalezacym do
rodziny ABC jest EC-MsbA wystgpujacy u E. coli, ktéry
eksportuje lipidy. Funkcjonuje jako homodimer o ksztat-
cie stozka, gdzie domeny wiazace nukleotyd znajduja si¢
przy podstawie. Kazdy monomer sktada si¢ z szesciu a-
helis, ktére zapewniaja wejscie i wyjscie kanatu po stro-
nie wewnegtrznej i zewngtrznej blony [4].

5. REGULACJA EKSPRESJI SYSTEMOW WYRZUTU LEKOW

Ekspresja transporteréw blonowych promujacych eks-
port lekéw z komérek musi podlegaé Scistej kontroli.
Mechanizmy prowadzace do nadekspresji systemow usu-
wania lekow dzialaja na r6znej zasadzie. Wigkszos¢ syste-
méw RND znajduje si¢ pod kontrola lokalnego represora
[44]. AcrR, podobnie jak wiele innych represoréw, nale-
zy do rodziny represoréw TetR. Wszystkie biatka repre-
sorowe podobne do TetR dzialaja na podobnej zasadzie.
Represor wiaze si¢ do operatora, co zapobiega ekspresji
transportera. Powoduje to podatnos¢é komorki bakteryjne;j
na toksyczne substancje. Jednak gdy zwiazek pasujacy do
profilu substratowego znajdzie si¢ w komorce, wiaze sig
do represora, co umozliwia ekspresj¢ i wytwarzanie bia-
tek transporterowych. Kontrola ekspresji systemow wyrzu-
tu lekéw moze si¢ réwniez odbywac na zasadzie regulacji
pozytywnej dzigki aktywatorom transkrypcji. Przyktadem
jest regulacja operonu mexEF-oprN przez lokalny aktywa-
tor MexT. Gen mexT znajduje si¢ powyzej gendw systemu
usuwania lekéw MexEF-OprN i ulega transkrypcji w tym
samym kierunku co mexEF-oprN. Nadekspresja MexT in-
dukuje ekspresje bialek transporterowych [43]. Ekspresja
operonu MexEF-OprN regulowana jest réwniez przez
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produkt genu mexS, ktéry jest represorem tego operonu.
Mutacje w genie mexS powoduja wzrost ekspresji gendw
operonu mexEF-oprN [25]. Lokalnym induktorem jest
réwniez biatko BmrR, wystepujace u B. subtilis i aktywu-
jace transkrypcje transportera Bmr [30]. Innym mechani-
zmem kontroli ekspresji biatek transporterowych sa muta-
cje w genach kodujacych globalne regulatory. Przyktadem
moga by¢ geny soxR i marR wystepujace m.in. u E. coli
i S. enterica. Mutacje w tych genach prowadza do ich nad-
ekspresji, co powoduje aktywacje transkrypcji acrAB [42].
Pozytywnej regulacji przez globalne regulatory podlegaja
réwniez m.in.: systemy Mex u P. aeruginosa oraz Bmr i Blt
u B. subtilis [30]. Innym mechanizmem kontroli ekspresji
gendw kodujacych transportery lekowe sa mutacje w re-
gionie promotora tych genéw. Badania wykazaty, ze mu-
tacje w +5 nukleotydzie mRNA kodujacego system norA
u S. auerus prowadzity do nadekspresji tego systemu [42].
W wielu przypadkach ekspresja genéw kodujacych biatka
transporterowe zwigksza si¢, gdy w srodowisku znajduje
si¢ substrat danego biatka. Wielolekooporne szczepy kli-
niczne czgsto sa otrzymywane podczas stosowania terapii
antybakteryjnych. Niektére z lekéw sa szczegdlnie istot-
ne w powstawaniu i selekcji mutantéw opornych na anty-
biotyki i chemioterapeutyki. Najlepiej zbadana grupa srod-
kéw antybakteryjnych w zwiazku z selekcja lekoopornych
mutantéw sa fluorochinolony. Badania wykazaty, ze opor-
no$¢ indukowana dziataniem fluorochinolonéw powstaje
dzigki mutacjom w domenie QRDR (quinolone-resistan-
ce-determining region). Fluorochinolony to substancje syn-
tetyczne, a docelowym miejscem ich dziatania jest gyraza
DNA, co stwarzato ogromna szans¢ skutecznego leczenia
infekcji bakteryjnych. Jednak okazalo sig, ze dziatanie tymi
chemioterapeutykami na komérki bakteryjne powodowa-
to zwigkszone wytwarzanie transporteréw lekowych, po-
niewaz jest to jedyny mechanizm zapewniajacy bakteriom
opornos¢ na fluorochinolony. Mozliwe réwniez, ze zwiaz-
ki te niszcza bakteryjne DNA i inicjuja wlaczenie systemu
naprawy DNA, co pomaga w selekcjonowaniu mutantéw
opornych na fluorochinolony. Przyktadem bakterii, ktéra
wystawiona na dziatanie fluorochinolonéw zwigkszata wy-
twarzanie transporteréw jest P. aeruginosa. W zaleznosci
od uzytego leku powstaty rézne fenotypy. Na przyktad po
zadzialaniu kwasem nalidiksowym wyselekcjonowane zo-
staly mutanty typu nal, natomiast norfloksacyna powodo-
wata generacj¢ mutantéw typu nfx. Badania nad selekcja
lekoopornych mutantéw P. aeruginosa in vitro wykazaty,
ze czesto dochodzito do generowania mutantéw poprzez
dziatanie na dzikie szczepy, takimi srodkami antybakteryj-
nymi jak B-laktamy (zwtaszcza karbenicylina), tetracykli-
na, chloramfenikol czy aminoglikozydy. Induktorami po-
wstawania wielolekoopornych mutantéw moga by¢ réwniez
srodki antyseptyczne, takie jak triklosan [30].

6. NATURALNE FUNKCJE TRANSPORTERGW LEKOWYCH

Mimo ogromnej roli w warunkowaniu opornosci na anty-
biotyki i chemioterapeutyki, fizjologiczne funkcje trans-
porteréw btonowych sa prawdopodobnie o wiele bardziej
zlozone. Bardzo wazna role spetniaja one w transporcie sub-
stancji szkodliwych, co zapewnia przetrwanie w niesprzy-
jajacym srodowisku. W przypadku bakterii jelitowych, ich
naturalne srodowisko bytowania bogate jest w z61¢ 1 sole
kwasow zotciowych. Sa to naturalne substancje o dzia-
taniu antymikrobiologicznym, wystepujace w uktadzie

pokarmowym ptakéw i ssakow, dlatego tez naturalna mi-
kroflora jelitowa musi mie¢ mechanizmy ochrony przed
tymi substancjami. Ochrong taka zapewniajq biatka eks-
porterowe, ktére z jednej strony zapobiegaja akumulacji
soli kwaséw zotciowych, a z drugiej promuja wydzielanie
metabolitéw z komorki bakteryjnej. Role w zwigkszaniu
tolerancji na z6t¢ i sole kwasoéw zotciowych wykazano ba-
dajac mutanty E. coli, S. enterica serowar Typhimurium
oraz Campylobacter jejuni. Delecje komponentéw syste-
mu AcrAB-TolC lub CmeABC skutkowaly w zwigkszonej
przepuszczalnosci oston komérkowych dla soli kwaséw z61-
ciowych. Natomiast mutanty wykazujace nadekspresj¢ bia-
tek wyrzutu byly oporne na duze stgzenia zoétci. U E. coli
ekspozycja na sole kwasow zétciowych, takie jak cheno-
deoksycholan i taurocholan indukowata aktywacje syste-
méw AcrAB i EmrAB, natomiast w przypadku S. enteri-
ca serowar Typhimurium, wystawienie na dziatanie zo6tci
uaktywniato mechanizm AcrAB [42]. Wiele r6znych funk-
¢ji maja systemy nalezace do rodziny RND. Sa one bardzo
wazne dla patogennosci bakterii i przetrwania w ich niszy
ekologicznej. U P. aeruginosa mechanizm MexAB-OprM
odpowiada za eksport kilkunastu czynnikéw wirulencji na
zewnatrz komoérki. Szczepy wykazujace nadekspresje tego
mechanizmu charakteryzowaty si¢ mniejsza zdolnoscia wi-
rulencji, spowodowana zwigkszonym eksportem czynnikéw
wirulencji. Funkcjonowanie systemu MtrCDE u Neisseria
gonorrhoeae zapewnia przetrwanie w obecnosci hydrofo-
bowych substancji §luzéwkowych w drogach rodnych [42].
Systemy IefABC u Agrobacterium tumefaciens oraz AcrAB
u Erwinia amylovora petnia istotng rol¢ w wirulencji i ko-
lonizacji roslin. Pompy te eksportuja izoflawonoidy i za-
pewniaja opornos¢ na fitoaleksyny. Podczas badari hodowli
tkankowych wykazano, ze sktadniki pomp RND sg bardzo
istotne w inwazji, adhezji i kolonizacji komdrek gospo-
darza przez bakterie. Mutanty P. aeruginosa z nieaktyw-
nym genem mexB nie mialty zdolnosci kolonizacji komé-
rek. Szczepy S. enterica serowar Typhimurium z delecja
genu 70lC wykazywaly stabsza adhezje¢ do ludzkich komo-
rek jelita cienkiego, mysich monocytéw oraz nie byty zdol-
ne do inwazji makrofagéw [43]. Systemy usuwania lekéw
prawdopodobnie odgrywaja tez rol¢ w quorum-sensing.
Obecnos$¢ transporteréw promuje eksport czasteczek sy-
gnalnych do kontaktu komérka-komoérka. Na wydzielanie
sygnalnego chinolonu PQS przez P. aeruginosa wptywa
nadekspresja systemu MexEF-OprN. Biatko SdiA, bedace
regulatorem quorum-sensing u E. coli, jest pozytywnym
regulatorem systemu AcrAB-TolC. Badania wykazaty, ze
istnieje zwiazek migdzy obecnoscia systemu AcrAB-TolC
u E. coli a transportem wapnia [23].

7. INHIBITORY TRANSPORTEROW WIELOLEKOWYCH

W zwigzku z duzym wptywem systemow usuwania lekéw
w warunkowaniu wielolekoopornosci, konieczne jest za-
stosowanie Srodkéw hamujacych dziatanie transporteréw
lekowych. W przeciagu ostatnich lat zidentyfikowano wie-
le zwiazkéw bedacych inhibitorami transporteréw wielole-
kowych wystepujacych u bakterii Gram-dodatnich i Gram-
ujemnych. Wiele z nich zostato wyizolowanych z roslin lub
mikroorganizmow.

Badania dotyczace inhibicji pomp wielolekowych wyste-
pujacych u bakterii Gram-dodatnich prowadzono gtéw-
nie na wielolekoopornych szczepach S. aureus. Zwiazki
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dziatajace hamujaco na transportery lekowe pochodza
gtéwnie ze Zrédet naturalnych. Przyktadem jest rezerpi-
na, alkaloid roslinny po raz pierwszy wyizolowany z ko-
rzeni Rauwolfia vomitoria [50]. Dziata ona hamujaco na
biatko Bmr, bedace transporterem lekowym u B. subtilis.
Badania wykazaty, ze rezerpina oddziatuje bezposrednio
z biatkiem Bmr, wiazac si¢ do kieszeni utworzonej przez
fenyloalaning 143, waling 286 i fenyloalaning 306 [42].
Alkaloid ten wzmacnia réwniez dziatanie tetracykliny, cze-
go dowodem byt 4-krotny spadek MIC w izolatach klinicz-
nych S. aureus majacych biatka TetK promujace eksport
tetracykliny [50]. Rezerpina hamuje réwniez transporter
NorA, obecny u S. aureus, przez wzmocnienie dziatania
norfloksacyny [42]. Kolejnym inhibitorem jest flawono-
lignan 5°-MHC-D (5’-metoksyhydrokarpin-D). W pota-
czeniu z berberyna, ktéra naturalnie wykazuje niewiel-
kie wlasciwosci antybakteryjne, obserwowano 16-krotny
wzrost dzialania antybakteryjnego berberyny przeciwko
S. aureus. Réwniez zastosowanie niektérych metabolitow
fenolowych wzmacniato dziatanie zaréwno berberyny jak
i tetracykliny i erytromycyny. Przyktadem moze by¢ chal-
kon, ktéry redukowat MIC do tego stopnia, ze byt on po-
réownywalny z wartosciag MIC dla mutantéw S. aureus nie-
majacych biatka NorA. Innymi fenolowymi metabolitami
sg estry kwasu galusowego. EGCG (galusan epigallokate-
chiny) wzmaga dziatanie tetracykliny u szczepow S. aureus
majacych biatka TetK. Badania meksykariskich gatunkéw
,.Morning Glory” doprowadzity do izolacji trzech oligo-
sacharydoéw (orizabin XIX, XV i IX), ktére wzmacniaja
aktywnos$¢ norfloksacyny wzgledem szczepéw S. aureus
charakteryzujacych si¢ zwigkszona ekspresja transporte-
réw NorA. Kolejnym inhibitorem transporteréw lekowych
jest piperyna, alkaloid ros§linny wyizolowany m.in. z pie-
przu czarnego. Badania wykazaty, ze zwiazek ten zwigk-
sza akumulacje ciprofloksacyny i powoduje 2-krotny spa-
dek MIC dla tego chemioterapeutyku. Aktywnos¢ biatek
transportujacych leki hamuje réwniez baikaleina. Jest to
flawonoid wyizolowany z liSci Thymus vulgaris. Wykazuje
silne dziatanie zwigkszajace koncentracje tetracykliny oraz
niektérych B-laktaméw (ampicyliny i oksacyliny) w ko-
morce szczepOw S. aureus opornych na metycyling [50].

Badania dotyczace mechanizméw usuwania lekéw wystepu-
jacych u bakterii Gram-ujemnych doprowadzity do odkrycia
i produkcji srodkéw wplywajacych hamujaco na transpor-
tery lekowe. Duza rodzing inhibitoréw bialek eksportuja-
cych leki stanowia peptydomimetyki. Pierwszym zidenty-
fikowanym Srodkiem hamujacym transportery lekowe byt
PABN (fenyloalanylo-arginylo-naftyloamid), inaczej zwany
MC-207,110. Zwiazek ten zwigksza przepuszczalnos¢ le-
wofloksacyny u réznych szczepéw P. aeruginosa, ale row-
niez moze wzmagaé dziatanie innych antybiotykow, takich
jak chloramfenikol czy makrolidy. PABN pasuje do profilu
substratowego systeméw wyrzutu lekéw i wspoétzawodni-
czy z antybiotykiem o miejsce wigzania leku. Duzym pro-
blemem w przypadku uzycia tego inhibitora w terapii an-
tybakteryjnej jest jego znaczna toksycznos¢. Jest jednak
uzywany w laboratoriach do badan nad inhibicja transpor-
teréw lekowych. Kolejna klasa zwiazkéw hamujacych sys-
temy usuwania lekow sa pochodne chinolonéw. Badania
wykazaty, ze zwiazki te wzmagaja dziatanie antybiotykéw
nalezacych do réznych rodzin, poprzez zwigkszenie ich
akumulacji w komorce. Pochodne chinolonéw sa aktyw-
ne wzgledem transporteréw wielolekowych obecnych u E.

aerogenes i K. pneumoniae. Oba gatunki, po zastosowaniu
tych inhibitoréw, stawaty si¢ wrazliwe na chloramfenikol,
tetracykling i norfloksacyng, nie wykazano jednak dziata-
nia przeciwko systemowi MexAB-OprM wystepujacego
u P. aeruginosa. Mimo doktadnie zbadanej aktywnosci po-
chodnych chinolonéw przeciwko transporterom wieloleko-
wym, wcigz trwaja badania zwiazane z toksycznoscia tych
Srodkéw. Innym inhibitorem transporteréw wielolekowych
jest arylopiperydyna, ktéra wspomaga akumulacj¢ linezo-
lidu w komérce E. coli. Z kolei inhibitory nalezace do ro-
dziny arylopiperazyn hamujq dzialanie transporteréw RND.
Przyktadem jest NMP (N-metylopirolidon), ktéry zwigk-
sza wewnatrzkomdrkowa koncentracjg réznych zwiazkow
antybakteryjnych, m.in.: fluorochinolonéw, chloramfeniko-
lu i linezolidu. Jest on aktywny wobec transporteréw leko-
wych wystepujacych u Acinetobacter baumannii, rodziny
Enterobacteriaceae (z wyjatkiem rodzaju Serratia spp.),
jednak nie obserwowano aktywnosci wobec transporteréw
P. aeruginosa. Zwiazki nalezace do rodziny arylopipery-
dyn i arylopiperazyn sa jednak zbyt toksyczne, aby stoso-
wac je w leczeniu ludzi i zwierzat [33].

Mimo istnienia tak wielu zwiazkéw dziatajagcych hamu-
jaco na systemy wyrzutu lekéw, zaden z nich nie zostat
wprowadzony do uzycia w medycynie i weterynarii. Ze
wzgledu na potencjalne lub realne zagrozenie tych srod-
kéw dla zdrowia konieczne jest przeprowadzenie jeszcze
wielu badan dotyczacych toksycznosci inhibitoréw bakte-
ryjnych transporteréw lekowych.

8. TRANSPORTERY WIELOLEKOWE U GRZYBOW

Opornos¢ wielolekowa drobnoustrojéw stanowi powazny
problem kliniczny. Zaréwno bakterie, jak i grzyby wyko-
rzystuja rézne mechanizmy obrony przed antybiotykami
i fungicydami. U grzybéw giéwnym mechanizmem opor-
nosci jest aktywny eksport lekéw z komorki za pomoca bia-
ek transportujacych znajdujacych si¢ w btonie komoérko-
wej. Badania przeprowadzone na drozdzach Saccharomyces
cerevisiae wykazaty, ze za wyrzut lekéw z komérek grzy-
béw odpowiadaja gléwnie biatka nalezace do rodziny ABC.

8.1. Transportery ABC wystepujace u drozdzy
Saccharomyces cerevisiae

Catkowita sekwencja genomu S. cerevisiae zostala opubli-
kowana w 1996 roku [13]. Drozdze piekarnicze byty pierw-
szym organizmem eukariotycznym, dla ktérego wykona-
no analize sekwencji genomu w celu wyszukania genéw
wszystkich potencjalnych transporteréw ABC. Wykazano
istnienie 30 potencjalnych genéw transporteréw ABC.
Wsrod wyszukanych biatek znalazty sie 22 transportery
ABC majace domeny NBD i MSD i § biatek majacych tylko
sekwencje NBD. Wsréd drozdzowych transporterow wy-
rézniono 5 podrodzin: PDR, MDR, ALDP, MRP/CFTR,
YEF3 i RLI [3,9,34]. Biatka ABC u drozdzy sa zlokali-
zowane w blonach komérkowej, wakuoli, mitochondriow,
peroksysomoéw i cytoplazmie.

Biatka odpowiedzialne za wielolekoopornos¢ naleza do
podrodziny PDR (pleiotropic drug resistance). Wszystkie
biatka tej podrodziny to klasyczne petne transportery zbu-
dowane z dwéch domen NBD i TMD, umiejscowione
w btonie komérkowej. Odpowiedzialne sa za katalizowanie
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zaleznego od ATP transportu zwiazkéw z cytoplazmy na
zewnatrz komorki. Zaliczane do niej transportery PdrSp
1 Sng2p naleza do najlepiej poznanych sposréd biatek ABC.
Pdr5p i Sng2p to biatka lokalizujace si¢ w btonie komor-
kowej drozdzy, majace szeroki zakres substratowy, obej-
mujacy antybiotyki, fungicydy, detergenty, jonofory i leki
przeciwnowotworowe [45]. Gen PDR)5 nie jest niezbedny
do zycia komorki, jego delecja powoduje jednak hiper-
wrazliwos¢ komdérek na wiele inhibitoréw. Wyniki badan
wskazuja, ze Pdr5p jest gtléwnym mediatorem opornosci
komérek drozdzy na azole, powszechnie stosowane Srodki
grzybobdjcze. Wsréd substratéw Pdr5p znalazly sie row-
niez leki przeciwnowotworowe i ludzkie hormony stero-
idowe. Szczepy z usunigtym genem PDRS sa wigc wyko-
rzystywane w projektach dotyczacych badan toksycznego
dziatania zwiazkow na komorki drozdzy [10,22]. Bliskim
homologiem PDRS5 jest nalezacy do tej samej podrodziny
gen SNQ?2 (sensitivity to 4nitroquinoline oxide). Poczatkowo
btonowe biatko Snq2p zostato scharakteryzowane jako na-
dajace komdrkom opornosé na N-tlenek 4-nitrochinoliny
(4NQO) w pézniejszych badaniach wykazano, ze usunig-
cie genu SNQ2 powoduje hiperwrazliwos¢ komoérek droz-
dzy na kilkadziesiat r6znych inhibitoréw [11, 21].

Z wielolekowa opornoscig komérek zwigzane jest rowniez
biatko Pdr12p. Transporter Pdr12p zidentyfikowano jako
nadajacy komoérkom opornos¢ na stabe kwasy organiczne.
Pdr12p jest umiejscowiony w btonie komoérkowe;j i katali-
zuje zalezny od ATP transport anionéw karboksylowych
na zewnatrz komorki. Wykazano, ze substratami pompy
Pdr12p sg zwiazki stosowane jako konserwanty zywnosci
(np. kwas benzoesowy, kwas sorbowy, kwas propionowy),
jak i C1-C7 stabe kwasy organiczne powstajace w czasie
metabolizmu komorki [18,41]. Najblizszym homologiem
gtéwnego mediatora wielorakiej opornosci komérki biat-
ka Pdr5p jest biatko Pdr15p. Transporter Pdr15p nadaje
komoérkom opornosé na chloramfenikol i eter laurylowy
polioksyetylenu, ktére s réwniez substratami PdrS5p [54].
Do podrodziny MDR nalezy m.in. umiejscowione w btonie
komorki biatko: Ste6p, odpowiedzialne za eksport czynni-
ka a feromonu piciowego. Byt to pierwszy odkryty trans-
porter btonowy u drozdzy S. cerevisiae. Komorki pozba-
wione genu STEO6 staja sie sterylne [29]. Pozostate biatka
nalezace do podrodziny MDR to zlokalizowane w bionie
mitochondrialnej Atm1p, Mdl1p i MdI2p powiazane z usu-
waniem z mitochondriéw Zle sfatldowanych biatek [17,19].

W podrodzinie MRP/CFTR zgrupowane sa biatka, takie
jak: Ycflp, Batlp i Bptlp, Vmrlp, Nftlp i Yorlp. Biatka
tej rodziny sa zlokalizowane w btonie wakuoli, jedynym
wyjatkiem jest Yorlp zlokalizowany w btonie komdrkowej
i sa odpowiedzialne za detoksyfikacj¢ cytoplazmy poprzez
aktywny transport inhibitoréw do wakuoli. Ycflp zostat
scharakteryzowany jako wakuolarny czynnik opornosci
na metale np. kadm, rte¢¢, otéw, arsen [27,28]. Biatko Bptl
bierze réwniez udziat w detoksyfikacji bilirubiny i kad-
mu [39, 48]. Vmrlp jest zdolny do transportu wielu réz-
nych inhibitoréw w tym np. rodaminy6G, kadmu i rteci.
Wykazano, ze substraty bialek Ycflp, Bptlp i Vmrlp sa
transportowane gtéwnie w postaci koniugatéw glutationu
rzadziej w postaci nieskoniugowanej [53]. Biatko Batlp
bierze udzial w transporcie kwaséw zétciowych [37]. Yorlp
zostat scharakteryzowany jako transporter wielolekowy.
Mutacje inaktywujace gen YORI powodowaty wrazliwos¢é

m.in. na oligomycyng i leki anionowe. Najnowsze dane
wskazuja réwniez na udziat Yorlp w detoksyfikacji kad-
mu [8,35]. Nie poznano jeszcze funkcji wszystkich trans-
porteréw. Pdrll i Ausl zwigzane sg z pobieraniem stero-
li, a takze maja wptyw na wzrost komoérek w warunkach
beztlenowych.

Tak réznorodny charakter transportowanych przez biat-
ka ABC zwiazkoéw sugeruje r6zne mozliwe mechanizmy
transportu. Nie udato si¢ jeszcze dokladnie scharaktery-
zowaé w jaki sposob biatka ABC przenosza zwiazki przez
btony. Zaproponowano trzy modele transportu: klasycz-
nej pompy, flipazy i wakuolarnego odkurzacza [2,15,49].
Zgodnie z modelem klasycznej pompy zwiazki przenoszone
sq z cytoplazmy bezposrednio przez kanat centralny two-
rzony w btonie przez biatko (np. Pdr12p). Wigkszos¢ sub-
stratéw przenoszonych przez transportery ABC ma jednak
charakter hydrofobowy, wydaje si¢ wigc prawdopodobne,
ze sa one wylapywane bezposrednio w blonie i usuwane
na zewnatrz w systemie molekularnego odkurzacza lub po-
przez aktywnos$¢ flipazowa ABC (np. Pdr5p) w ruchu flip-
flop. W kazdym z tych modeli wykorzystywana jest ener-
gia uzyskana z rozktadu dwéch czasteczek ATP. Uwaza
sie, ze przytaczenie substratu do domen TMD zwigksza
powinowactwo bialek do ATP, natomiast zwigzanie ATP
wymusza zmiang konformacji biatka umozliwiajaca prze-
pchnigcie substratu na drugg strong btony [2].

Pompy ABC zidentyfikowano réwniez u innych grzybéw,
w tym u patogennych Candida albicans. Wykazano, ze
substratami biatka Cdr1p, najlepiej scharakteryzowanego
transportera ABC u C. albicans, sa m.in. cykloheksymid,
flukonazol, ketokonazol, itrakonazol i oligomycyna, hor-
mony steroidowe, chloramfenikol. Biatko Cdrlp z powo-
dzeniem ekspresjonowano w S. cerevisiae [52].

8.2. Transportery MF wystepujace u S. cerevisiae

Wielolekoopornos¢ nie jest zwigzana jedynie z dziataniem
transporteréw ABC. Badania wykazaty, ze u drozdzy wy-
stgpuja réwniez biatka nalezace do rodziny pomp protono-
wych MF. Transportery te potrzebna do transportu energi¢
czerpia z gradientu protonéw po obu stronach btony. Biatka
te nie maja domen NBD. Ze wzgledu na liczbg transbio-
nowych domen TMD dzielimy je na 12- i 14-transbtono-
we. Biatka MF transportuja chemioterapeutyki, ale réw-
niez katalizuja transport substancji endogennych, takich jak
intermediaty cyklu Krebsa czy oligosacharydy [38,46,47].

Najlepiej poznane MF transportery to: Atrlp — nadaja-
cy komérce opornos¢ na aminotriazol, Sgelp — zwiazany
z opornos$cig na kationowe barwniki, Hxt9p — transporter
heksoz oraz biatko Tpolp bedace wakuolarnym transpor-
terem poliaminowym [12,36].

W przypadku Candida albicans najlepiej poznanym trans-
porterem MF jest Ca MDR1(BEN) odpowiedzialny za
nadawanie komérkom opornosci na benomyl, metotreksat
i azole. Nadekspresja FLU! przyczynia si¢ do opornosci
komoérek C. albicans na flukonazol i kwas mukofenolowy
[6,16]. Podobnie jak w bakteryjnych systemach usuwania
lekéw, transportery drozdzowe réwniez maja swoja fizjo-
logiczna role niezwiazana z eksportem lekéw. Ich natu-
ralne funkcje polegaja na dwukierunkowym transporcie
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hydrofobowych substratéw egzogennych, takich jak jony
metali, peptydy, lipidy, cholesterol czy witaminy oraz en-
dogennych steroidéw, cytokin czy bilirubiny [45].

8.3. Regulacja ekspresji bialek PDR u drozdzy

Systemy usuwania lekéw typu PDR (pleiotropic drug resi-
stance) tworza sie¢ genéw obejmujaca geny kodujace biatka
transporteréw btonowych oraz geny PDRI i PDR3. Geny
PDRI i PDR3 koduja czynniki transkrypcyjne regulujace
ekspresje transporteréw PDR. Dominujace mutacje spon-
taniczne, ktére aktywuja transkrypcje genéw PDRI lub
PDR3 powoduja powstawanie fenotypu wielolekooporno-
Sci poprzez aktywny transport lekéw z komoérki lub mo-
dyfikacje biernej dyfuzji lekéw do komorki przez zmiane
sktadu lipidéw btony komoérkowej [20]. Pdrlp i Pdr3p na-
leza do rodziny czynnikéw transkrypcji GAL4. Cecha cha-
rakterystyczng tej rodziny jest motyw Zn2Cys6 wiazacy
DNA. Pdrlp i Pdr3p przylaczaja si¢ do sekwencji PDRE
(Pdr1p/Pdr3p response element) obecna w promotorach ge-
néw docelowych. Aktywuje to transkrypcje genéw kodu-
jacych transportery PDR. Mimo wielu podobiefistw w bu-
dowie i ogdlnej funkcji, biatka Pdrlp i Pdr3p rozpoznaja
i aktywuja rézne geny. Struktura obu czynnikéw trans-
krypcji jest podobna. Oba maja domeng z palcem cynko-
wym wiazaca DNA, znajdujaca si¢ na N-konicu. W centrum
obu bialek znajduje si¢ osiem motywéw hydrofobowych
(MI-MVIII). Biatko Pdrlp ma dwa regiony aktywujace
(AR). ARI znajduje si¢ przy N-konicu, natomiast bardziej
znaczacy ARII jest umiejscowiony przy C-koncu. Pdr3p
ma jeden region aktywujacy [20]. Czynniki Pdrlp i Pdr3p
reguluja transkrypcje¢ wielu genéw zwigzanych z oporno-
$cig na inhibitory. Sa to m.in. geny kodujace biatka bto-
nowe ABC (Pdr5p, Pdr10p, Pdr15p, Snq2p, Yorlp), geny
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kodujace transportery nalezace do rodziny MF (Hxt9p,
Hxtl1p), gen IPT1/D4405, ktérego produkt wplywa na bio-
synteze sfingolipidéw, gen PDR 16 kodujacy biatko majace
wplyw na sktad fosfolipidéw i steroli w btonie komérkowej,
TPO1 kodujacy wakuolarny transporter poliamidy, perme-
azy HXT2, RTA1, YOR049c oraz geny kodujace biatka za-
angazowane w metabolizm lipidéw i §ciany komdrkowe;.
Biatka Pdrlp i Pdr3p wptywaja réwniez na zahamowanie
ekspresji niektérych biatek, np. Pdr12p bedacego transpor-
terem typu ABC, odpowiedzialnym za opornos¢ na sorbi-
nian, benzoesan i octan [20]. Transportery PDR sg row-
niez regulowane przez wiele innych czynnikéw. Badania
wykazaly, ze w kontrolg transkrypcji genéw kodujacych
biatka transporterowe zaangazowany jest czynnik yAP-1.
Biatka podlegajace kontroli czynnika yAP-1 zapewniaja
drozdzom opornos¢ m.in. na kadm, cykloheksymid oraz
wiele innych toksycznych zwiazkéw [1].

9. PobsumowaNIE

Oporno$¢ wielolekowa coraz czgsciej pojawiajaca sig¢ wsroéd
bakterii i grzybdéw stata si¢ powaznym problemem w lecze-
niu zakazen. Jednym z szeroko rozpowszechnionych mecha-
nizméw opornosci sa systemy aktywnego usuwania lekéw
z komorek. Biatka te pozwalaja bakteriom i grzybom prze-
zy¢ w Srodowisku zawierajacym toksyczne dla nich sub-
stancje, natomiast wystgpowanie wielu czynnikéw regulu-
jacych ich ekspresj¢ zapewnia prawidtowe funkcjonowanie
transporteréw lekowych. Znane sa substancje hamujace
dziatanie systeméw wyrzutu lekéw jednak wciaz wymaga-
ja zbadania pod katem toksycznosci. Poznanie doktadne-
go dziatania transporteréw oraz ewentualnych mozliwosci
inhibicji ich dziatania stanowi krok w kierunku pokonania
infekcji wywotywanych przez wielolekooporne szczepy.
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