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Streszczenie: Odkrycie antybiotykow, a nastgpnie ich zastosowanie w zwalczaniu infekcji bakteryjnych,
pozwolito na opanowanie wielu uciagzliwych chorob. Jednakze naduzywanie i/lub niewtasciwe stosowa-
nie tych zwiazkéw doprowadzilo do zwigkszenia ich st¢zenia w srodowisku i spowodowato powstanie
presji selekcyjnej faworyzujacej mikroorganizmy antybiotykooporne. Wspotczesna medycyna boryka
si¢ z problemem patogennych szczepdw, czgsto wykazujacych opornos¢ wielolekowa, ktore wywotuja
infekcje praktycznie nieuleczalne za pomoca stosowanych terapii. Badania nad opornoscia wsrod bakte-
rii wykazaty, ze jednym z najwazniejszych mechanizméw odpowiedzialnych za to zjawisko jest aktyw-
ny transport antybiotykow poza obrgb komorki z wykorzystaniem biatkowych systemow eksportu
zwigzanych z blona komdrkowa. Na podstawie badan filogenetycznych wyrdzniono pig¢ grup transpor-
terow zaangazowanych w usuwanie zwiazkow przeciwbakteryjnych: SMR (Small Multidrug Resistan-
ce), MFS (Major Facilitator Superfamily), RND (Resistance-Nodulation-Cell Division), MATE (Multi-
drug And Toxic Compound Extrusion) oraz biatka transportowe zawierajace kaset¢ wiazaca ATP (ATP-
binding Cassette Superfamily). Obecnie trwaja intensywne prace nad poznaniem molekularnych mecha-
nizmdéw dziatania tych biatkowych transporteréw. Wykorzystanie krystalografii rentgenowskiej umozli-
wito poznanie struktury niektérych przedstawicieli omawianych bialek, powstaja rowniez modele trans-
portu substratu. Ponadto trwajq poszukiwania nowych zwiazkow wykazujacych zdolnos$¢ blokowania
eksportu antybiotykéw. Zniszczenie bakteryjnej opornosci na antybiotyki poprzez hamowanie syste-
moéw wyrzutu antybiotykow z komdrki wydaje si¢ by¢ obiecujaca strategia, ktora moze mie¢ w przy-
szto$ci ogromne zastosowanie kliniczne.

Kluczowe stowa: antybiotykoopornos¢, opornos¢ wielolekowa, system eksportu, SMR, MFS, RND,
MATE, transportery ABC.

Summary: The discovery and use of antibiotics to fight against bacterial infection have let to overrun many
diseases. However overuse and/or incorrect use of the antibiotics increase the concentration of these
compounds in the environment and create the selective pressure, which promotes antibiotic resistant
microorganisms. Multidrug resistant pathogenic bacteria are a huge problem of the modern medical science
because of the infections, which they cause, are almost incurable. Researches show that the one of the
most important mechanism responsible for the multidrug resistance in bacteria is the active transport
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(efflux system) of the antibiotics out of the cell. Bacterial drug efflux transporters are classified into the
five groups: SMR (Small Multidrug Resistance), MFS (Major Facilitator Superfamily), RND (Resistance-
Nodulation-Cell Division), MATE (Multidrug And Toxic Compound Extrusion) and ABC transporters
(ATP-binding Cassette Superfamily). Currently scientists are working on recognition of molecular mecha-
nisms of these transporters action, detection of their spatial structure and creation the model of drug
transport. Additionally, new strategy of elimination of multidrug resistant bacteria focus on detecting of
efflux pump inhibitors. It seems to be promising future strategy to control the bacterial diseases.

Key words: antibiotic resistance, multidrug resistance, efflux system, SMR, MFS, RND, MATE, ABC transportets.

WSTEP

Seria odkry¢ naukowych, ktére miaty miejsce pod koniec XIX i na poczatku XX
wieku, przyniosta swiatu wiedzg na temat mikroorganizméw, rewolucjonizujac
owczesna medycyne i dajac ludzkosci nowy orez w walce z drobnoustrojami
chorobotwdrczymi. Nadeszla era antybiotykéw, zdefiniowanych przez odkrywce
streptomycyny, laureata nagrody Nobla — Selmana Waksmana, jako naturalne
zwiazki syntetyzowane przez drobnoustroje, dzialajace bakteriobdjczo lub bakterio-
statycznie juz w niewielkich stgzeniach. Pojecie antybiotyku ewoluowalo na
przestrzeni lat w zwiazku z poszerzaniem wiedzy na temat substancji antybak-
teryjnych. Obecnie za antybiotyki uwaza sie zwiazki chemiczne pochodzenia
naturalnego, ich potsyntetyczne pochodne oraz syntetyczne analogi wykazujace
wybiorcze dziatanie na struktury i procesy biochemiczne, powodujac hamowanie
wzrostu lub podziatu komoérek [20].

Stosowanie antybiotykdéw na szeroka skale znacznie zwigkszyto ich stezenie w
srodowisku. W réznych niszach ekologicznych spotykane sa mikroorganizmy
charakteryzujace si¢ wrodzona badz nabyta zdolnoscia do wzrostu w obecnosci
antybiotyku, tzw. antybiotykoopornoscia. Jednak intensywne wykorzystywanie
antybiotykow w oddziatach szpitalnych, czy tez dodawanie do pasz w celu
zwigkszenia efektywnosci hodowli oraz w profilaktyce chordb zwierzecych
doprowadzito do powstania presji selekcyjnej, w wyniku czego obserwowany jest
wzrost czestotliwosci wystepowania szczepéw opornych na jeden, jak i wiele
antybiotykow. Coraz czegsciej odnotowuje sie takze infekcje bakteryjne, ktore sa
praktycznie nieuleczalne za pomoca antybiotykoterapii [7, 15].

Poznanie mechanizmdw opornosci bakterii na antybiotyki wydaje sie by¢ kluczem
do znalezienia skutecznych sposobow walki z tym zjawiskiem. Obecnie trwaja badania
nad wieloma procesami zwiazanymi z oporno$cia. Jednym z budzacych duze
zainteresowanie jest system biatkowych transporterow, ktoére umozliwiaja eksport
antybiotykow poza komorke bakterii. Wyniki eksperymentow swiadcza, iz whasnie ten
system odgrywa znaczaca role w opornosci wielolekowej. Pojawia si¢ zatem nadzieja,
ze doglebne poznanie molekularnych podstaw dziatania biatkowych systemow eksportu
pozwoli na okreslenie inhibitoréw blokujacych ich aktywnos$¢ i tym samym da
mozliwos¢ wykorzystania nowej broni w walce z mikroorganizmami [28§].
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MECHANIZMY ANTYBIOTYKOOPORNOSCI

Na podstawie wynikdéw badan naukowych prowadzonych od polowy XX wieku
zaproponowano liczne mechanizmy wyjasniajace opornos¢ bakterii na antybiotyki.
Obecnie uwaza sig, ze bakterie uzyskuja antybiotykoopornos¢ przez:

— aktywne usuwanie antybiotyku z komorki,

— modyfikacje enzymatyczne antybiotyku,

— modyfikacje sktadnikow komoérki bedacych celem antybiotyku,

— nadekspresj¢ enzymu inaktywowanego przez antybiotyk,

— zmiang przepuszczalnosci oston komorkowych bakterii,

— wytworzenie alternatywnego szlaku metabolicznego,

— zwigkszenie stgzenia metabolitu, bedacego antagonista antybiotyku,

— obnizenie ilosci badz aktywnosci enzymu aktywujacego prekursor antybiotyku,

— modyfikacje w systemach regulacyjnych niedotyczacych bezposrednio mecha-
nizmu dziatania antybiotyku,

— obnizenie zapotrzebowania na produkt hamowanego szlaku metabolicznego [2,7].

Nalezy jednak zaznaczyé¢, ze jest to podzial uproszczony, gdyz czesto za opornosé
okreslonego mikroorganizmu na konkretny lek odpowiada kilka mechanizmoéow. Do
najwazniejszych mechanizmdéw antybiotykoopornosci zalicza si¢ system biatek
transportowych, umozliwiajacych eksport antybiotyku z komorki. Mechanizm ten
umozliwia nabycie przez mikroorganizmy opornosci na wiele lekow. Zatem poznanie
podstaw jego dzialania by¢é moze pozwoli na odnalezienie sposobu zwalczania
szczepow cechujacych si¢ opornoscia wielolekowa.

AKTYWNY TRANSPORT Z KOMORKI —
OGOLNA CHARAKTERYSTYKA RODZIN I SUPERRODZIN
BIALEK WARUNKUJACYCH ANTYBIOTYKOOPORNOSC

Pompy wykazujace zdolnos¢ do eksportu pewnych substancji z wnetrza komorki
spotykane sa zar6wno w komorkach prokariotycznych, jak i eukariotycznych, co
swiadczy o ich powstaniu jeszcze przed wyodrgbnieniem si¢ tych dwoch typow
budowy komorki [28]. Czesto pierwotne funkcje biatkowych eksporterow zwiagzane
byly z przystosowaniem si¢ mikroorganizméw do okreslonych srodowisk. Przykta-
dowo system AcrAB bytujacej w jelitach Escherichia coli eksportuje sole zolciowe
i krotkotancuchowe kwasy tluszczowe [29]. Transportery sa strukturami uczestni-
czacymi w naturalnych procesach metabolicznych, np. transporter MsbA wyizolo-
wany z Vibrio cholerae oraz Salmonella typhimurium odpowiada za transport
prekursora mureiny z wewngtrznej do zewngtrznej warstwy fosfolipidowej blony
komorkowej [40].

Biatkowe transportery warunkujace antybiotykoopornos¢ u bakterii zaklasyfi-
kowano do pigciu grup: dwoch superrodzin: MFS (Major Facilitator Superfamily)
i biatek transportowych zawierajacych kasete wiazaca ATP (ATP-binding Cassette)
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oraz trzech rodzin: SMR (Small Multidrug Resistance), MATE (Multidrug And
Toxic Compound Extrusion) i RND (Resistance-Nodulation-Cell Division)
(ryc.1). Pompy nalezace do rodziny RND wystepuja jedynie u bakterii Gram-
ujemnych, natomiast pozostate wykryto zaréwno u bakterii Gram-ujemnych, jak i
Gram-dodatnich [28].
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RYCINA 1. Schematyczne porownanie biatkowych systemow eksportu zwiazanych z opornoscia
bakterii na antybiotyki
FIGURE 1. Diagrammatic comparison of the multidrug resistance transporter proteins

Wspomniane superrodziny i rodziny transporteréw to zaledwie kilka przyktadow
z licznej grupy bialek transportujacych. Na podstawie badan filogenetycznych i funkcji
petnionych przez poszczegdlne transportery stworzono zbiorczy system klasyfikacji
bltonowych biatek transportujacych uwzgledniajacy transportery wystgpujace w
organizmach prokariotycznych, jak i eukariotycznych — TC system (7ransport
Classification system). Kazde z bialek opisane jest w tej klasyfikacji przez pigé
nastepujacych skladowych:
A (liczba) — odpowiada klasie, do ktorej nalezy transporter;
B (litera) — odpowiada podklasie, do ktorej nalezy transporter;
C (liczba) — odpowiada rodzinie, do ktorej nalezy transporter;
D (liczba) — odpowiada podrodzinie, do ktérej nalezy transporter;
E — odpowiada rodzajowi substratu, badz grupie substratow dla transportera [34].
Transportery ABC — ATP-binding Cassette (TC#3.A.1) sa jedynymi sposrod
bakteryjnych systemdw eksportu, ktore usuwaja antybiotyki z komorki na zasadzie
pierwotnego transportu aktywnego, wykorzystujac do tego energi¢ hydrolizy ATP.
Pozostale omawiane rodziny SMR, RND, MATE i superrodzina MSF sa zaliczane
do przenosnikéw wykorzystujacych gradient elektrochemiczny, ktore przemieszczaja
substrat przez blon¢ na zasadzie wtdrnego transportu aktywnego. Numery przypisane
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TABELA 1. Klasyfikacja biatek zaangazowanychw antybiotykoopornos¢
TABLE 1. Diagrammatic comparison of the multidrug resistance transporter proteins

TC# |[KLASA TC# RODZINA / SUPERRODZINA
2. Przenosniki wtornego 2.A.1 Major Facilitator Superfamily (MFS)
transportu aktywnego [, ¢ Resistance — Nodulation — Cell Division (RND)

2.A.7.1 Small Multidrug Resistance (SMR)
2.A.66.1 | Multidrug And Toxic Compound Extrusion (MATE)

3. Przenosniki pierwotnego |3.A.1 ATP-binding Cassette (ABC)
transportu aktywnego

poszczegdlnym, charakteryzowanym w dalszych rozdziatach grupom bialek transpor-
tujacych zamieszczono w tabeli 1 [34].

RODZINA SMR

Najmniejsze transportery warunkujace antybiotykoopornos¢, jakie do tej pory
odkryto, naleza do rodziny SMR (Small Multidrug Resistance). Sa to integralne
biatka blony cytoplazmatycznej zbudowane ze 100-140 aminokwasow o masie
czasteczkowej ok. 12 kDa. Maja cztery transblonowe helisy a z krétkimi lipofilnymi
petlami, ktére warunkuja ich rozpuszczalnos¢ w rozpuszczalnikach organicznych.
Omawiane transportery sa antyporterami wykorzystujacymi do transportu site
protonomotoryczng. Nosniki te sprzegaja eksport czasteczki z komorki z przemiesz-
czeniem protonu do komorki. Biatkka SMR maja zdolnos$¢ eksportu zwiazkdw
lipofilnych, takich jak: czwartorzedowe zwiazki amonowe oraz niektore antybiotyki,
antyseptyki i detergenty. Geny kodujace te biatka odkryto na wielu plazmidach
warunkujacych oporno$¢ na aminoglikozydy i S-laktamy [1].

W 2008 roku Bay i wsp. [1] zaproponowali zmodyfikowang klasyfikacje rodziny
SMR. W jej obrebie wyrdznili trzy podrodziny: SMP (small multidrug pumps), SUG
(suppressor of groEL mutation proteins) oraz PSMR (paired small multidrug
resistance proteins). Transportery nalezace do SMP zgrupowano na podstawie
mechanizmu dziatania, podobienstwa w budowie oraz filogenezy. Biatka te warunkuja
wielolekowa opornos$¢ u bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych oraz archeonow,
a do jej uzyskania wystarczy ekspresja pojedynczego genu, np. u Staphylococcus
aureus jest to gen smr [24]. Przypuszcza si¢, ze strukturalnym pierwowzorem
wszystkich biatek nalezacych do rodziny SMR, jest wystepujace u E. coli biatko
EmrE, warunkujace opornos¢ na etydyne, propidium i dekwaling [14, 38].

Biatka SUG, w przeciwienstwie do biatek SMP, nie maja zdolnosci do rozpozna-
wania czwartorzgdowych zwiazkéw amonowych i lipofilnych barwnikéw, jednakze
w warunkach duzego stezenia tych zwiazkéw moga one by¢ transportowane przez
biatka SUG do komérki (np. biatko SugE u Citrobacter freundii) [35]. Przyktadem
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biatek nalezacych do podrodziny PSMR sa transportery YdgE i YdgF wystepujace
u E.coli. Do uzyskania przez bakterie opornosci na czwartorzgdowe zwiazki
amonowe konieczna jest ekspresja pary genéw kodujacych biatka PSMR. Do
innych przedstawicieli podrodziny PSMR naleza biatka EbrA i EbrB wystepujace
u B. subtilis [1].

Mechanizm przenoszenia substratow przez biatka SMR wciaz nie jest do konca
poznany. W literaturze funkcjonuje kilka modeli, w ktérych jednostka funkcjonalng
jest trimer, dimer lub monomer. Yerushalmi i Shuldiner (2000) [42] przyjeli, ze
jednostka funkcjonalna biatka EmrE jest trimer. Dwie z trzech reszt Glu14 kazdego
z monomerdw ulegaja deprotonacji pod wplywem przylaczenia natadowanej dodatnio
czasteczki antybiotyku. Kationowa czasteczka wiaze si¢ do kieszonki uformowanej
przez trimer i stabilizowanej przez ujemnie natadowang reszte Glul4. Dochodzi do
zmiany konformacyjnej kompleksu biatkowego, ktora prowadzi do otwarcia kieszonki
od strony peryplazmatycznej i jednoczesnego zamknigcia tej kieszonki od strony
cytoplazmatycznej. Przedostanie si¢ dwoch protondw z peryplazmy do miejsca
wigzania substratu powoduje uwolnienie czasteczki do peryplazmy i reprotonacje
kompleksu bialkowego. Reprotonacja powoduje regeneracje jednostki transportujace;.

W innym modelu jednostka funkcjonalna jest dimer. Przyjeto, ze miejsce aktywne
wiazace okreslone substraty znajduje si¢ pomiedzy dwoma monomerami EmrE.
Utrata z tego miejsca dwoch protonow umozliwia zwiazanie czasteczki antybiotyku,
co wywoluje zmiany konformacyjne biatka transportujacego umozliwiajace ekspo-
zycje substratu w kierunku przestrzeni peryplazmatycznej. Do w ten sposob
utworzonej kieszonki docieraja dwa protony, ktére powoduja przemieszczenie
czasteczki antybiotyku do przestrzeni peryplazmatycznej oraz powrdt do wyjsciowej
konformacji kompleksu biatkowego [9, 30, 37].

Stworzono réwniez model monomerycznej jednostki transportujacej. Monomer
EmrE uwalnia jeden proton, nastgpnie dochodzi do przylaczenia substratu do reszty
Glul4. Zwiazana czasteczka jest transportowana na stron¢ peryplazmatyczng. Z
przestrzeni peryplazmatycznej proton dociera do miejsca wiazania i uwalnia substrat
oraz powoduje zmiane stanu konformacji bialka przeno$nikowego. Wedhug tego
modelu moze dochodzi¢ do konkurencji o miejsce wigzania w jednostce transportu-
jacej migdzy czasteczka substratu a protonem [36].

SUPERRODZINA MFS

MES (Major Facilitator Superfamily) to zréznicowana, bardzo liczna (ponad
tysiac zsekwencjonowanych czlonkdw) i stara superrodzina biatek transportujacych.
Naleza do niej biatka zbudowane z pojedynczych tancuchéw polipeptydowych
zawierajace 12 lub 14 transblonowych regionéw [19].

Trzy rodziny, bedace antyporterami antybiotykéw, zastuguja na szczegdlne
uwzglednienie: DHA1 (nazywana rowniez DHA12), DHA2 (nazywana réwniez
DHA14) oraz DHA3. Pierwsza z wymienionych obejmuje biatka majace 12
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transbfonowych regiondw, np. wystepujace u Bacillus subtilis bialko Bmr. Wykazuja
one zdolno$¢ do eksportu zréznicowanych substratow, np. poliamin, monoamin,
cukrdéw, acetylocholiny, tetracykliny, chloramfenikolu. Natomiast biatka rodziny DHA2
maja 14 transblonowych regionéw i charakteryzuja si¢ wigksza specyficznoscia
substratowa. Oprocz antybiotykow transportuja m.in. sole zétciowe i barwniki. Biatka
nalezace do rodzin DHA1 i DHA2 sg spotykane zarowno u prokariontéw, jak i u
eukariontow, natomiast biatka rodziny DHA3 (majace 12 transbtonowych regionow)
zaobserwowano jedynie w komorkach prokariotycznych [15].

RODZINA RND

Biatka z rodziny RND (Resistance - Nodulation - Cell Division) wystepuja
wylacznie u bakterii Gram-ujemnych. Wchodza one w sktad trojsktadnikowego
systemu (takze nazywanego RND) umozliwiajacego eksport substancji z komorki
bakterii Gram-ujemnej na zewnatrz blony zewnetrznej. System ten (ryc. 2)
zbudowany jest z zakotwiczonego w blonie komoérkowej biatka transportujacego RND
(resistance - nodulation - division protein), peryplazmatycznego biatka fuzyjnego
MFP (periplasmic membrane fusion protein) oraz znajdujacego si¢ w blonie
zewnetrznej kanalu biatkowego OMP (outer-membrane protein). Geny kodujace
system RND zazwyczaj zorganizowane sa w operonie. Jednym z lepiej poznanych
systemow RND jest wystepujacy u E. coli system zbudowany z nalezacego do
rodziny RND biatka transportujacego AcrB, bialka fuzyjnego AcrA i kanatlu
biatkowego TolC [28]. Warunkuje on opornos¢ na szeroka game antybiotykdw,
chemioterapeutykow przeciwnowotworowych, antyseptykéw, a takze wielu innych
zwiazkow toksycznych [23].

Funkcjonalna jednostka biatka transportujacego AcrB sktada si¢ z trzech
monomerdw, z ktorych kazdy ma 12 helis o przenikajacych przez btong komoérkowa
oraz duzej peryplazmatycznej domeny. W obrgbie biatka AcrB obecna jest specyficz-
na struktura — helm (headpiece), ktora tworzy peryplazmatyczny kanat (fumnel),
umozliwiajacy kontakt AcrB z kanalem bialkowym TolC, homotrimerem wystepuja-
cym w blonie zewnetrznej E. coli. Kanal ten obejmujacy blon¢ zewnetrzna
(monomery zbudowane z 4 segmentow tworzacych beczutke B) i peryplazme jest
otwarty od strony zewnatrzkomorkowej i zweza sie prawie do catkowitego
zamknigcia od strony peryplazmatycznej [31].

Trzy helisy a AcrB formuja otwér (pore) miedzy duza przestrzenia (central
cavity) zlokalizowana na dnie helmu na wysokosci peryplazmatycznej strony blony
cytoplazmatycznej, ktora zawiera miejsce przylaczania transportowanych substratow
(miejsce aktywne), a peryplazmatycznym kanatem, przez ktory zwiazki transporto-
wane sg do biatka OMP (TolC) (ryc. 2). Od strony hetmu miejsce aktywne otoczone
jest przez trzy struktury formowane przez kazdy z monomeréw budujacych AcrB
zwane przedsionkami (vestibules), ktore utatwiaja dostarczenie substratow do
miejsca aktywnego. W regionie transbtonowym kazdy monomer zbudowany jest z
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RYCINA 2. Schematyczny uktad biatek nalezacych do systemu RND
FIGURE 2. Diagrammatic arrangement of proteins in RND system

12 transblonowych helis «. Taka budowa wskazuje na transport substratu z
cytoplazmy przez transblonowy region oraz z peryplazmy przez przedsionki. Nastepnie
substrat jest aktywnie transportowany przez otwoér i kanal peryplazmatyczny do
biatka formujacego kanat TolC w blonie zewnetrznej [28, 31].

Na przylaczenie czasteczki do AcrB ma wplyw czesciowe zwiazanie ze skladnikami
dwuwarstwy fosfolipidowej blony, ktore jest zalezne od lipofilnosci molekuly i jej tfadunku.
Dalej dochodzi do dyfuzji czasteczki przez blong komorkowa dzigki przedsionkom AcrB.
Substrat przylacza si¢ do miejsca aktywnego i stad jest wypompowywany przy
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wykorzystaniu gradientu protonow. Podejrzewa sig, ze dwie transbfonowe domeny TM4
oraz TM10 odgrywaja kluczowa role w transporcie protonow [28, 31].

W kompleksie z AcrB funkcjonuje biatko AcrA zakotwiczone najczgsciej za
pomoca pojedynczej helisy w blonie cytoplazmatycznej. U P. aeruginos spotyka
si¢ homologiczna strukture MexA, ktéra tworzy pochwe wokot biatka OMP [43].
Udowodniono, ze obecnos¢ AcrB nie jest konieczna do umozliwienia interakcji miedzy
TolC a AcrA [11].

RODZINA MATE

Rodzina MATE (Multidrug and Toxic Compound Extrusion), niedawno odkryta
rodzina bialek zwiazanych z wielolekowa opornoscia, poczatkowo wzbudzata wiele
emocji. W 1998 roku Morita i wsp. [22] wykazali, ze biatko NorM wyizolowane z Vibrio
parahaemolyticus to zbudowane z 456 aminokwasow bialko transblonowe zawierajace
12 regiondéw hydrofobowych. Opisano, ze biatko NorM ma 12 regiondéw transblonowych
i nalezy do superrodziny MFS. Transformacja szczepow wrazliwych z wykorzystaniem
genu norM wywolata opornos¢ tych szczepdéw na norfloksacyne, cyprofloksacyng oraz
strukturalnie odmienne etydyne, kanamycyne i streptomycyne. Wykazano rowniez
homologie biatka NorM z pochodzaca od E. coli pompa YdhE [16].

Wkrétce Brown i wsp. (1999) [3] na podstawie analizy sekwencji genu norM
zakwestionowali przynaleznos¢ biatka NorM do superrodziny MFS. Ze wzgledu na
brak podobienstwa sekwencji genu norM i ydhE do sekwencji genu kodujacego
jakiekolwiek znane bialko transportujace zaproponowali utworzenie nowej rodziny
transporterow, ktora nazwali MATE (Multidrug and Toxic Compound Extrusion).
Do rodziny tej naleza biatka chroniace komodrke przed antybiotykami oraz innymi
toksycznymi zwiazkami. W obrebie rodziny MATE utworzono odpowiednio trzy
podrodziny: 1 — bakteryjne biatka najczesciej odpowiedzialne za wielolekowa opornosé
(NorM i homologi); 2 — podrodzina obejmujaca bialka eukariotyczne, np. wystepujace
u drozdzy biatko Ercl; 3 — biatka DinF wystepujace u E. coli, S. pneumoniae oraz
ich homologi u eubakterii i archeondéw [3, 16].

Morita i wsp. (2000) [21] wykazali, ze NorM jest pierwszym poznanym
bakteryjnym biatkiem transportujacym warunkujacym opornosé¢ wielolekowa, ktory
do transportu wykorzystuje gradient jondéw Na“ (Na'/antybiotyk antyporter). W 2002
roku Rouquette-Loughlin i wsp. [33] odkryli w genomie Neisseria gonorrhoeae i
N. meningitidis gen kodujacy biatko homologiczne do NorM. Ze wzgledu na
podobienstwo nadano mu t¢ sama nazwe. Ekspresja genu norM powoduje opornosé
na takie zwiazki, jak: bromek etydyny, chlorowodorek akryflawiny, berberyna czy
metylowana pochodna elliptycyny. Cecha wspdlng tych wszystkich substratow jest
obecno$¢ tadunku dodatniego. Wykazano, ze jest on niezbedny do rozpoznania
fluorochinolonéw przez pompe NorM u N. gonorrhoeae.

Bardzo niewiele informacji zdobyto na temat molekularnego mechanizmu dziatania
systemow eksportu z rodziny MATE. NorM u N. gonorrhoeae podobnie jak NorM



306 K. KRYSTA, S. SULOWICZ, Z. PIOTROWSKA-SEGET

u V. parahaemolyticus rozpoznaje dodatnio naladowane substraty. W zwiazku z
tym mozna wnioskowac o obecnosci kwasowych reszt w tancuchu polipeptydowym
pompy. Analiza sekwencji aminokwasowej wykazala obecnos¢ dwoch ujemnie
natadowanych reszt w regionie transblonowym. Wymienione reszty moga potencjal-
nie znajdowac¢ si¢ w miejscu odpowiedzialnym za wiazanie substratu [18]. Badania
nad NorM u V. parahaemolyticus wskazuja, ze trzy reszty Asp32, Glu251 i Asp367
sa zaangazowane w eksport antybiotykdw [26].

Homologiczne do NorM bialko VemA wyizolowano z Vibrio cholerae. Ma ono
podobny profil specyficznosci substratowej. Dodatkowym substratem dla VemA jest
m.in. streptomycyna, ciproflaksyna czy ofloksacyna [25].

Kolejnym bakteryjnym antyporterem wykorzystujacym gradient sodowy jest
odkryte u V. parahaemolyticus, zbudowane z 447 aminokwaséw i przypuszczalnie
majace 12 transblonowych domen biatko VmrA (vibrio's multidrug resistance).
Jednak ze wzgledu na jego odrebno$é¢ zaklasyfikowano go do trzeciej podrodziny —
DinF [4, 25].

U P. aeruginosa wykryto transporter PmpM eksportujacy chlorek benzalkonowy,
fluorochinolony, bromek etydyny, akryflawine oraz chlorek tetrafenylofosfonium. Jego
unikatowos¢ polega tym, iz jest napgdzany nie sodowomotoryczna, a protonomoto-
ryczna sita. Ten fakt pozwala zalozy¢, ze inni czlonkowie omawianej rodziny do
transportu substancji przez btone moga wykorzystywa¢ réwniez gradient protondw [12].

SUPERRODZINA TRANSPORTEROW ABC

Biatka nalezace do superrodziny transporteréw ABC (ATP-Binding Cassette) jako
jedyne z bakteryjnych bialek transportowych eksportuja antybiotyki z komorki na
zasadzie pierwotnego transportu aktywnego, wykorzystujac energi¢ hydrolizy ATP.
W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie ta grupa pomp, obecnych m.in. w
ludzkich komérkach nowotworowych, z powodu ich udzialu w opornosci na
chemioterapeutyki przeciwnowotworowe. Badania wskazuja, ze niektore prokario-
tyczne transportery ABC wykazuja duzy stopien homologii z pompami wystepujacymi
w komorkach nowotworowych u ludzi. Poznanie mechanizméw dzialania tychze
bialek daloby zatem nadziej¢ na znalezienie bardziej skutecznych sposobdéw walki z
nowotworami [5].

Transporterem ABC wykazujacym duze podobienstwo do pomp warunkujacych
lekoopornos¢ w ludzkich komdrkach nowotworowych jest biatko Sav1866 odkryte u S.
aureus. W strukturze typowej dla transporterow ABC mozna wyrozni¢ cztery biatkowe
domeny: dwie domeny transblonowe o charakterze hydrofobowym i dwie domeny
hydrofilowe wiazace nukleotyd — NBD (nucleotide-binding domein). Domena
transblonowa i domena wigzaca nukleotyd 1acza si¢ tworzac monomer. Powstale w ten
sposob dwa monomery tworza razem funkcjonalne bialko transportowe (dimer), w
ktorym domeny transblonowe tworza kanat translokacyjny dla substratu, natomiast domeny
wigzace nukleotyd sa odpowiedzialne za wigzanie i hydrolize ATP (ryc. 3) [6, 13].
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btona komadrkowa

f

cytoplazma  ICLs

RYCINA 3. A: Budowa strukturalna pompy Sav1866 (monomery zaznaczono réznymi kolorami),
B — obraz biatka obrécony o 90°. Objasnienie skrotow: TMDs — domeny transblonowe; NBDs — domeny
wiazace nukleotyd; ICLs — p¢tle wewnatrzkomérkowe; ECL — p¢tla zewnatrzkomorkowa, [5] zmienione
FIGURE 3. Structure of the Sav 1866 efflux pump (monomers marked with different colours), B — efflux
pump structure rotated by 90°. Abbreviations: TMDs — transmembrane domains; NBDs — nucleotide-
binding domains; ICLs — intracellular loops; ECL — extracellular loop, [5] changed

Funkcjonalny dimer ma dtugos¢ 120 A, szerokosé 65 Ai glebokosé 55 A. Kazdy
monomer ma N-konnicowa domeng transblonowa (zawierajaca reszty aminokwasowe
1-320) i C-koncowa domeng wiazaca nukleotyd (zawierajaca reszty aminokwasowe
337-578). Wykazano, ze monomery te sa skrecone i wzajemnie si¢ obejmuja, co
jest zwiazane z oddzialywaniem dwoch typéw domen. Natomiast utworzenie
monomeru z domeny transblonowej i domeny wiazacej nukleotyd umozliwia
polipeptyd (zawierajacy reszty aminokwasowe 321-336) wywodzacy si¢ z domeny
transblonowej (z szostej helisy transblonowej), ktory owija dystalng strone domeny
wiazacej nukleotyd [5].

Kazda z domen hydrofobowych ma sze$¢ transbfonowych regiondw, co daje dwanascie
helis transblonowych przypadajacych na jeden dimer, zgodnie z kanonem przyjetym dla
transporterow ABC. W poblizu $rodka btony komérkowej peczek helis rozdziela si¢ na
dwa skrzydla zwrocone w kierunku zewnetrznej strony blony komérkowej. Kazde skrzydlo
tworzy pierwsza i druga transblonowa helisa jednego monomeru oraz cztery transbtonowe
helisy TM3—TM6 z drugiego monomeru. Transblonowe segmenty sa potaczone za pomoca
dlugich wewnatrzkomérkowych lub krétkich zewnatrzkomodrkowych petli:  ICLs
(intracellular loops) 1 ECLs (extracellular loops). Petle wewnatrzkomérowe maja
helikalna strukture i wystaja do cytoplazmy [5].
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Zmiany konformacyjne wywolywane przylaczeniem i hydroliza ATP sa
przenoszone od domen wiazacych nukleotyd do domen transblonowych przez
oddziatywania niekowalencyjne na obszarze oddzialywania migdzy tymi dwiema
domenami. Elementami domen transblonowych wchodzacym w sktad obszaru
oddziatywania sa pierwsza i druga wewnatrzkomoérkowa petla (ICL1 i ICL2). Obie
petle zbudowane sa z krétkich helis zorientowanych w przyblizeniu rownolegle do
plaszczyzny blony, co zwigksza powierzchni¢ kontaktu. Helisy te przechodzac przez
btone kontaktuja si¢ z domenami wigzacymi nukleotyd. Helisa pierwsza oddziatuje
z domenami wigzacymi nukleotyd obu monomerow, natomiast helisa druga tylko z
domena wiazaca nukleotyd przeciwnego monomeru. W zwiazku z takimi oddzialy-
waniami przypuszcza sie, ze omawiane helisy odgrywaja istotna role w przekazywa-
niu zmian konformacyjnych, dlatego nazwano je helisami sprzegajacymi (coupling
helices) [5].

Cze$¢ domeny wiazacej nukleotyd odpowiedzialna za kontakt z domeng transbto-
nowa jest gldwnie zwigzana z resztami aminokwasowymi w obrebie tzw. petli C. Dwa
znaczace wyjatki dotycza konserwatywnych reszt Tyr391 i Glu473. Ta ostatnia
oddziatuje z obiema wewnatrzkomorkowymi petlami domeny transblonowej [5].

Mechanizm transportu substratu jest zwigzany z dwoma stanami konformacyjnymi
biatka: stanem, w ktérym miejsce wigzania substratu jest dostgpne od strony
wewnatrzkomorkowej oraz stanem konformacyjnym, w ktérym miejsce wiazania
substratu jest eksponowane w strong srodowiska zewnetrznego. Zwiazanie ATP przez
domeny wiazace nukleotyd powoduje przejscie domen transblonowych w konformacje
eksponujaca substrat na zewnatrz, ktora umozliwia, w zaleznosci od hydrofobowosci
czasteczki, uwolnienie substratu do zewnetrznej warstwy fosfolipidowej btony lub
do wodnego srodowiska. Przypuszcza sig, ze hydroliza ATP pozwala na powr6t
transportera do wyjsciowej konformacji. Ustalono, ze jezeli jednoczesnie sa trans-
portowane dwie niewielkie czasteczki, to stosunek stechiometryczny tej reakcji
wynosi 1 czasteczka ATP : 1 czasteczka substratu. Natomiast przy usuwaniu jedne;j
duzej czasteczki ten sam stosunek wynosi 2 : 1 [5,6].

Badania nad ortologicznymi biatkami MsbA pochodzacymi z V. cholerae oraz
S. typhimurium, warunkujacymi oporno$¢ na erytromycyng, wykazaly istnienie
podobnych stanow konformacyjnych do zaobserwowanych w pompie Sav1866 [40].
Ponadto pordéwnanie trzech ortologicznych transporterow pochodzacych z E. coli,
V. cholerae 1 S. typhimurium wykazato, ze biatka domeny wiazacej nukleotyd, gdy
nie sa zwiazane z nukleotydem, wystepuja w dwoch konformacjach: otwartej w
kierunku srodowiska wewnatrzkomdérkowego i zamknigtej od strony cytoplazma-
tycznej, co razem ze stanem konformacyjnym powstalym w odpowiedzi na zwiazanie
nukleotydu daje trzy mozliwe stany konformacyjne [41].

Na podstawie dobrze poznanej struktury Sav1866 utworzono model transportera
LmrA, pochodzacego z bakterii Lactococcus lactis. Wykazano bardzo duze
podobienstwo migdzy tymi biatkami. Dwie znaczace réznice w budowie transportera
LmrA sa zwiazane z 22-aminokwasowym przedluzeniem N-konca zlokalizowanego
w cytozolu oraz krotsza o 11 aminokwasow petla zewnatrzkomdrkowa miedzy
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pierwsza i druga helisa transmembranowa. Pozostale roznice dotycza delecji lub
insercji jednego lub dwdch aminokwasow w obregbie innych petli [8].

Opisane biatka Sav1866, MsbA i LmrA sa homodimerami. Natomiast pierwsza
pompa o strukturze heterodimeru, bedaca cztonkiem superrodziny ABC, jest biatko
Yhel/YheH pochodzace z B. subtilis. Jego aktywnos¢ jest indukowana obecnoscia
wielu roznorodnych strukturalnie antybiotykow, takich jak: doksycylina, erytromycyna,
linezolid oraz chloramfenikol [39].

W komoérce Streptomyces peucetius funkcjonuje kompleks dwoch biatek DrrA i
DrrB chroniacy te bakterie przed produkowanymi przez nie doksorubicyna oraz
daunorubicyna (antybiotykami stosowanymi w terapiach przeciwnowotworowych).
Pompa DrrAB nalezy do typowych przedstawicieli transporterow ABC, ale moze
wigza¢ ATP tylko w obecnosci biatka DrrB. Biatko to ma budowe nieco odmienng
od budowy typowych transporteréw ABC, gdyz w jego skiad wchodzi osiem regionow
transblonowych, cztery petle peryplazmatyczne i trzy cytoplazmatyczne [10]. Oba
biatka tworza funkcjonalng pompe, brak jednego z nich znosi jej aktywnos¢ [32].

INHIBITORY §)(STEM()W WYRZUTU ANTYBIOTYK(')W -
PRZYSZE.OSC WALKI Z ANTYBIOTYKOOPORNOSCIA

System eksportu jest jednym z gléwnych mechanizméw opornosci bakterii na
antybiotyki. Mozliwos$¢ poznania sposobu jego dziatania, a zwlaszcza oddziatywan z
substratem — antybiotykiem, daje nadzieje na skonstruowanie takich zwiazkow
hamujacych, wzgledem ktérych transportery wykazywalyby wieksze powinowactwo niz
do antybiotykow. Zablokowanie aktywnosci omawianych bialek transportowych zwigkszy
wrazliwo$¢ szczepow opornych oraz przywréci aktywnos¢ antybiotykow obecnie
nieskutecznych w terapiach. Ponadto ustalenie podobienstwa migdzy substratami a
zwigzkami hamujacymi pozwala na zaprojektowanie odpowiedniej struktury antybiotykow,
ktore nie beda rozpoznawane przez biatkowe transportery. Innym sposobem blokady
systemu eksportu moze by¢ regulacja ekspresji genéw kodujacych te systemy [27].

W zwiazku z trudno$ciami we wprowadzaniu do lecznictwa nowych antybiotykdow,
mozliwos¢ zastosowania zwiazkow hamujacych dzialanie bakteryjnych systemow
eksportu nabiera coraz wigkszego znaczenia klinicznego. Co wiecej, jesli sposrod
stosowanych w terapii zwiazkow uda si¢ wyodrebnié takie, ktore dodatkowo
wykazuja wlasciwosci hamujace wzgledem systemow transportujacych, to dojdzie
do minimalizacji ryzyka zwiazanego z wystapieniem nieprzewidzianej toksycznosci
nowo wprowadzonych substancji [17].

Szczegdlnym wyzwaniem jest hamowanie bardzo rozbudowanego systemu
eksportu u bakterii Gram-ujemnych, gdyz u tej grupy mikroorganizméw czgsto
blokowanie jednego systemu kompensowane jest przez pozostate dziatajace w
komorce systemy opornosci [44]. Ponadto identyfikacja bakterii opornych na wiele
lekéw za pomoca diagnostycznych testow wykorzystujacych zwiazki hamujace
systemy eksportu umozliwi dobranie odpowiedniej terapii [27].
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Bardzo wazna kwestia jest rozsadne okreslenie zasiegu blokady systemdw
eksportu. Przed wprowadzeniem zwiazkow hamujacych dziatanie biatek transporto-
wych do terapii nalezy ustali¢, czy powinno si¢ blokowaé eksport wszystkich
antybiotykow, czy tez skierowac blokade przeciwko konkretnej grupie tych zwiazkow.
Niewlasciwe wykorzystanie zwiazkow hamujacych spowoduje ponowne powstanie
presji selekcyjnej, faworyzujacej mutanty oporne na nie [27]. Wtedy powtorzy sie
btad, ktory wytraci z rak ludzkosci kolejna bron w walce z mikroorganizmami.

PODSUMOWANIE

Biatkowe systemy transportujace odgrywaja zasadnicza role w opornosci bakterii
na antybiotyki. Z poznaniem molekularnych podstaw dzialania tych systeméw wiaze
si¢ nadziej¢ na znalezienie sposobu zablokowania ich funkcjonowania. To z kolei
pozwolitoby na zwigkszenie wrazliwosci opornych patogendw, a nawet powrot do
stosowania w terapiach obecnie juz nieskutecznych antybiotykdéw. Wykazano rowniez
znaczna homologie migdzy bakteryjnymi transporterami ABC a pompami w ludzkich
komérkach nowotworowych niewrazliwych na chemioterapeutyki. Wiele wskazuje
zatem, ze umiejetno$¢ blokowania tego typu systeméw eksportujacych mogtlaby
znalez¢ zastosowanie w terapiach przeciwnowotworowych.

Jednakze zakres obecnie posiadanej w tym zakresie wiedzy jest nadal niewystar-
czajacy, aby moc ja wykorzystaé we wspotczesnej medycynie. Niezbedne sa dalsze
badania dotyczace zwalczania bakteryjnej antybiotykoopornosci. Istotne jest odnale-
zienie takich celéw dzialania zwiazkéw hamujacych, ktére beda specyficzne tylko
dla prokariotycznych systeméw eksportu, dzigki temu mozliwe bedzie uniknigcie
skutkéw ubocznych towarzyszacych niespecyficznej terapii zwiazkami blokujacymi
dziatanie systemow wyrzutu u eukariontow.
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