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SANTRUMPOS

CM -citoplazmire membrana

EDTA | -etilendiamintetraactaigstis

GD -gramicidinas D

IM -iSoriné membrana

IMP -iSorines membranos kanalo baltymas
LB -Luria-Bertani terp

LPS -lipopolisacharidas

MSB | -membranos sujungimo baltymas

MVS | -membran veriantis segmentas

PABN | - Fenilalanin-arginirg-naftilamidas

PMB | -polimiksinas B

TPP | -tetrafenilfosfonio jonas




IVADAS

Bakteri} atsparumas antibiotikams yra aktuali medicinosblgma, su kuria daznai
susiduriama gydant bakterines infekcijas. Atliekadzaig tyriny siekiant iSsiaiSkinti baktetjj
atsparumo vaistams mechanizmus bei surasti efelgyyiveikimo metodus. Bakterjjatsparum
antibiotikams gali lemti tokie veiksniai, kaip subgs lasteks sienels laidumas, antibiotik
modifikacijos hsteks fermentais, antibiotiktaikinio pakitimai ir daugiavatso atsparumo (DVA)
siurbliai (Nelson, 2006).

Vienas pagrindinidaugiavaigtatsparum Escherichia colilastebms suteikiatiy siurbliy
yra nuolat sintetinamas tridalis AcrAB siurblys,risuyra koduojamasasteliy chromosomoje
(Ahmed ir kt., 2005). Dauginatsparum salygojarciu siurbliy veikla ir efektyvumas yra tiriami
naudojant radioaktyviais izotopais Z$tus antibiotikus arba fluorescuojans dazus, tokius kaip
etidzio bromidas. Vienas pagrindinfaktoriy, salygojarciy bakterijy atsparuma tetraciklinui, yra
nuo protonovaroségos priklausomas TetA siurblys, koduojamas transpezTrl0. S siurbf
koduojantys genai yra naudojami laboratoriniuos&tdrgy kamienuose kaip genai-zymekliai.
TetA siurblio veikla dazniausiai tiriama naudojaimiciu Zyméta tetraciklira bei jvairius jo
analogus.

Yra zinoma, kad lipofiliniai katijonai, tokie kaigtrafenilfosfonis (TPB, yra geri daugelio
bakteriniy DVA siurbliy substratai (Gros P., 1992, Moreira, 2004). Biodlesmir biofizikos
katedros Membranbiochemijos laboratorijoje buvo nustatyta (BuivydaDaugelauius, 2006),
kad TPP syveikauja ir su atrankiu laikytu siurbliu TetA, no&o junginio strukira rera
analogiska tetraciklinams.

Siame darbe buvo vykdoma main siurbliy veiklos analiz, kuriai buvo pritaikyti
potenciometriniai matavimai, panaudojant TRRlektyvius elektrodus. Mano darbo tikstas/o
ivertinti TetA ir AcrAB siurbly efektyvumy E. coli lastekse ir istirti Siy siurbliy veiklos
reguliavimo ypatumus. Siekiant Sio tikslo, buvoeBktokie uzdaviniai:

1. I&tirti indikatorinio substrato PP jomy - panaudojimo galimybes. coli DVA
siurbliy tyrimams;

2. Nustatyti indukavimo tetraciklingaka DVA siurbliy aktyvumui;

3. Istirti slopikly rezerpino, chlorpromazino ir fenilalanin-argirfimaftilamido
poveil§ TetA ir AcrAB siurbliy veiklai.



1. LITERAT UROS APZVALGA

1.1. Gramneigiamyjy bakterij y apvalkaléliai

Gramneigiamju bakterip lasteks apvalkalli sudaro dvi membranos: vidititoplazmire
membrana ir iSorih membrana. Tarp $imembran yra periplazmia ertme, kuri sudaryta is
periplazminiy ir kity baltymy (1 pav.). Sioje ertgje iSsickstes peptidoglikano sluoksnis (Coyer ir
kt., 1990).

Citoplazmirt membrana sudaryta iS fosfolipidei periferiny ir integralinih membranos
baltymy. Ji formuoja barjer tarp citoplazmos ir periplazmos. ISaisnmembranos dvisluoksnio
iSorini pavirSy formuoja jai ldingi lipopolisacharidai (LPS), o vidin— fosfolipidai bei
lipoproteinai, jungiantys iSorgn membran su peptidoglikano sluoksniu. ISoégn membranos
barjerines savybes lemia joje esantys baltymai, iP§&i LPS asocijuoti dvivalén, metal; —
Mg** ir C&" - katijonai (Decad ir Nikaido, 1976). LPS sudaittrijy pagrindini; daliy: lipido A,
Serdies ir O-polisacharido. Lipidas A yra konseyvahidrofobine LPS dalis. Jis yra katijoniai
baltymy ir peptidy, tokiy kaip polimiksinas B taikinys (Tsubery ir kt., 2002

Membraniniai baltymai skirstomiikelet grupiy: porinus (OmpA, OmpC, OmpF, PhoE),
stambiuosius baltymus (la, Ib, TolG ir lipoprotajna smulkius (minorinius) baltymus (Beveridge
ir Koval, 1981). Vis Siy baltymy kiekis membranoje priklauso nuo baktergugimo slygu:
temperairos, tergs sudties ir jonires j¢gos.

Ivairios medziagos peradtelhu membranas gali juti keturiais pagrindiniais ddais:
difuzijos, palengvintosios difuzijos, aktyviosiosrpasSos ir transportotgleliy viduje. Visi
membranos baltymai, kurigakoja membranos laidumskirstomii tris klases. Pirmoji — siurbliai
— tai fermentai, kurie jan antibiotiky ir kitu medziag pernaSai gali panaudoti ATP hidralsz
metu iSsiskiriatia energij arba protonovarosga. Ji pagalba medziagos galiitb perneSamos
prieS koncentracijos gradient Antrajai klasei priklauso neSikliai, kurie dalyja istirpusi
medziag pasyviame jugime per membranasyJagalba medziagos juda pagal koncentracijos
gradieng. Tretioji klase — kanalai — jonams atrankios poros membranoje.y Jeanalai

apibidinami trimis savybmis: skvarba, selektyvumu ir varsistema (Doerrler, 2006
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1 Pav.Gramneigiamju bakterij apvalkatlio strukfira
(http://textbookofbacteriology.net/structure.htmi

1.2. Gramneigiamyjy bakterij y atsparumo antibiotikams veiksniai

Mikroorganizmy atsparum antibiotikams lemia trys pagrindiniai mechanizmdi)
antibiotiko taikinio pakeitimai; (2) antibiotiko naiifikacijos ir/arba suardymagdteks viduje; (3)
antibiotiky iSstimimas @l pastovios arba indukuojamos aktyvaus iSmetimtesis — siurbly —
raiSkos (Nelson, 2002).

Daugelis antibiotil iS lasteks yra iSmetami & specifini savo strukiry, kurias efektyviai
atpaista iSmetimo sistemos. Siuo atzvilgiu, antibiotikaia atsitiktiniai transporto sistem
saugabtiy lasteles nuo egzogenipidifuziniy molekuliy, substratai. ISmetimo siurbliugsteks gali
formuoti ir tam, kad iSstumtmaZzai difuzines arba toksines endogenines moleksleitozolio
(Paulsen ir kt., 1996).

Genai, koduojantys id8himo siurblius, ir y reguliatoriai yra chromosomose, plazésd
arba transpozonuose, (pvz., Intranspozone esantys TetA siurblio geRaicoli bakterijose).
Atsparuma vaistams uztikrinafiu baltymy; genai, esantys plaznése bei judriuosiuose
genetiniuose elementuose, gaitidengvai perduodami tarp bakterijToks perdavimas gali vykti

ir tarp filogenetiskai tolim bakterip rasiy (Bambeke ir kt., 2003).



1.2.1. Antibiotikus iS bakterijy iSstumian¢ios pernasos sistemos

Antibiotiky iSstimimo iS bakteriy lasteks fenomenas pirankarta buvo aptiktas 1980 m.,
tiriant atsparumo tetraciklinui mechanizmus entaktérijose. Nuo tada buvo iSaiSkinta, kad
antibiotiky iSmetimas gali #ti susigs su daugiau nei vieno tipo i88timo siurbliais 4stekje.
Didzioji dalis toky apsaugini bakterip sistemy yra neatrankios substratui (1 leg)eltodl iS
lastebs gali hiti iSstumiami beveik vig klasy antibiotikai (Lomovskaya ir kt., 2001Pagal
specifiSkum substratui, atsparumo siurbliai yra skiriamidauginiy ir specifiniy antibiotiky
pernasos sistemas (Nikaido, 1998)

Ivairiy struktiry cheminiy junginiy iSmetimas gali @ti pirminé fiziologiné dauginio
atsparumo pernasos sistenfunkcija arba atsitiktinis neatpazint fiziologiniy substrai
paSalinimas. Taip pat, dauginio atsparumo neSikjai dalyvauti apsauganidteles nuqgvairiy
toksinp arba Mliti indukuojami kaip atsakas lasteks streg (pvz., AcrAB siurblysE. coli
bakterijose) (Putman ir kt., 2000).

Antibiotiky pernasSos sistemos skiriasi savo mechanizmais. Karios
gramneigiamosiose bakterijose, kaip ir gramteigisioge, antibiotikus iSstumia tik pro
citoplazmie membran (2 pav. (a)). Tai neuZztikrina pakankamos apsaugoss vyksta
konkurencija tarp greito spontanisko lipofilinunginiu patekimo ir y1 paSalinimo i$ citoplazmos.
Todél zymiems atsparumo lygiams pasiekti reikalingatetis apykaitos tempas (Nikaido, 1998).
Vaisty neSikliai gramneigiamosiose bakterijose dazniaugia daugiakomponeéd sistemos,
sudarytos iS: su iSorine membrana (IM) susijustoplazmires membranos jungiau baltymy
(MSB), IM transporto sistemos ir IM baltyrkanal;. Tokios sistemos struktiSkai ir funkciskai
uztikrina tiesiogim antibiotiko perneSimi iSore per periplazra (2 pav. (b)) (Veen ir kt., 1996).
Sinergetig abiejy aprasyt sisteny veikla sudaro gygas bakterijoms iSgyventi, kai teijp yra
didek lastelei toksing medziag koncentracija (Pumbwe ir kt., 2001).

Pagal molekulia strukiira, veikimo mechanizi biochemir sucktj ir substrat iSmetimui
naudojam energij, antibiotiky siurbliai yra skirstomi penkias Seimas (1 lentgel(Nelson, 2002).
ABC (ATF suriSanti kasétangl. ATP-Binding Casssette) ir MFS (didzioji nukreipiaimang!.

» Major Facilitator) yra didziausios ir ankigausiai atrastos antibiotikus igsteks iSmetatiy
baltymy didSeings. Kitos trys yra mazess, tai — MATE (dauginio vaistir toksiniy junginiy
iSmetimo,angl. ,Multidrug and Toxic Compound Extrusion®) ir SMR @®hoji dauginio atsparumo

vaistams,angl. ,Small Multidrug Resistance”) Seimos bei RND (atspao-pumpuravimosi-



lasteks dalijimosi, angl. ,Resistance Nodulation-CellDivision®) didSeén{fPumbwe ir kt., 2001,
lan ir kt. 1996).

MFS ir SMR Seim siurbliai randami ir gramneigiamosiose, ir grami@mosiose
bakterijose, o RND ir MATE —iilingi gramneigiamosioms bakterijoms (Putman ir 2000) Siy
keturiy Seimy siurbliai naudoja protonovaroégg ir, skirtingai nei ABC didSeiis siurbliai, turi
svarbi neigiamaiikrauty aminonfigsties (pvz., Glu) liekasp membranoje esdioje baltymo dalyje.
Si liekana gali veikti kaip magnetas, pritraukiant@igiam krivi turincius substratus i vidinio
membranos lapelio. Aplink es&as hidrofobires amino @ig<iu liekanos atpata substratpagal

jo dydi ir forma. Dauginio atsparumo pernasos sistemos turi keliastrato suriSimo sritis.



Seima

1 Lentelé. Bakterip siurbliy klasifikacija (Lomonovskaya ir Watkins, 2001).
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2 Pav.Dauginio antibiotiky iSstimimo sistemos bakterijose. (a) Gramteigiamosioddebigose:
baltymas nesSiklis veikia citoplazndje membranoje vienas. Antibiotikalastek patenka laisvai ir
yra iSmetami terp. (b) Gramneigiamosiose bakterijose: antibiotikiastek gali patekti tiesiogiali
per iSorig. membran arba porino kanal Kai antibiotikas pasiekia citoplazmsiurblys j gali
iSmestii periplazm. D¢l trikomponengs transporto sistemos komplekso veiklos, antibaotik
periplazmos ir iSorinio citoplazmés membranos sluoksnio galitbiSmetami tiesiogiai aplinka.
Tokia sistema susideda iS triglaliu: iSorines membranos kanalo, membranos sujungimo baltymo
ir transporto sistemos (Nikaido, 1998).

1.3. Atsparumg antibiotikams lemian¢ios pernasos sistemos. coli bakterijose

E. coligenome nustatyti daugiau nei 37 genai, koduojaatysbiotiky ir kity vaisiy
iSstimimo siurblius, S kur 19 priklauso MFS, 3 — SMR, 7 - RND, 7 - ABC ir IMATE
Seimoms (Nishino ir Yamaguchi, 2001) (2 leajel

Chromosomose koduojami dauginio atsparumo gena yeguliuojami MarA,
transkripcijos aktyvatoriaus, koduojammarRABoperone. Konstitutyvi Sio operono ekspres$ija
coli lastebse lemia dauginio atsparumo fenatifBe atsaka antibiotikus kontrads, mar lokusas
reguliuoja atsak i kitus toksinius aplinkos substratus. MarR yra esprius, neigiamas
reguliacinis baltymas. OperonoarRAB produktaiitakoja ir nutolusius chromosominius genus,
koduojartius jvairius baltymus: iSoriéss membranos porinus, vajsiSstimimo, iskaitant AcrAB

sistem, ir superoksidams atspararsuteikiagius baltymus (Moreira ir kt., 2004).
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2 Lentele. Antibiotiky iSstimimo siurbliaiE. coli bakterijose.

Substratas
Transporeris Seima AG TET 0Ox ML CHL RIF MNAL FO 5SM TMP
EmrE ShAR + + +
Y dhE MATE + + +
TetA-E hF S +
Brr MFS + +
R dfL hF S + + + +
el hF S +
Wid' hF S +
EmrB MFS +
Y eh(l hF S +
Setd, MFS +
Fsr MFS +
AcrB RO + + + + + + + + +
AcrD RMD +
AcrF RMND + + +
Yeghl RrD +
Y hity' RMD +
hach ABC +

AG — aminoglikozidai; TET — tetraciklinai; OX — ck&olidinonai; ML — makrolidai; CHM
— chloramfenikolas; RIF — rifampicinas; FQ — fluoninolonai; NAL — nalidikso rgstis; SM —
sulfamidai; TMP — trimetoprimas (Van Bambeke i, RO03)

Antibiotiky specifinio neSiklio pavyzdyE. coli lastekse yra tetraciklia iSstumiantis TetA
siurblys. Tet baltymai, kurie priklauso MFS Seimgabena tetraciklino-divalén katijony
kompleksus ir tai yra principinis atsparumo mechards Sios klas antimikrobigms

medziagoms gramneigiamosiose bakterijose (RoHEIES).

1.3.1. ABC didSein¢

ABC siurbliai, naudodami ATP hidroks metu susidariusienergip, dalyvauja daugelio
medziag (daz, jonoforiniy peptity, lipidy, steroidiniy cukn,, amino fig&iy, jony, antibiotiky,
gelezies kompleks polisacharid ir baltymy) dvikryptéje pernaSoje perasteks apvalkadli
(Lomonovskaya ir Watkins, 200Borges-Walmsley ir kt., 2003).

ABC siurbliai turi keturis skirtingus domenus: dabhi hidrofobinius membraninius
domenus, kun kiekvienas paprastai susideda iS geSiembran veriartiu a-spiraly, ir du
hidrofilinius nukleotid; suriSimo domenus, tudius Walker A ir B motyvus. Individualus
domenas gali i ekspresuojamas kaip vienas arba keli suliejaatiymai (Putman ir kt., 2000,
Borges-Walmsley ir kt., 2003).
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Dauguma ABC vaist pernasos sistamlemia specifie antibiotiky iSnag. Pirmasis
prokarioty ABC siurblys LmrA buvo rastakactococcus lactibakterijose. Tai 590 aminag<iu
ilgio membranos baltymas, turintis N-galihidrofobin domem, sudaryi iS SeSi membran
veriartiy a-spiraliy, ir C-galin hidrofilini domen, turinti ATF-suriSadia kase¢. Kai kurie ABC
nesikliai, iskaitant LmrA homolog MsbA E. coli bakterijose, gali pernesti lipidus (Putman ir kt.,
2000).

1.3.2. MATE Seima

Sios Seimos atstovai daZniausiai sudaryti i§ ~ &BOnog&iy ir turi 12 membrasp
veriartiy segment. Jie turi topologini panasum su MF didSeinas siurbliais, téiau homologijos
tarp ju néra. Sio tipo siurbliai buvo atskirti Seimy, identifikavus dauginio atsparumo Na
prieSnasos baltyasn NorM Vibrio parahaemolyticusbakterijose, kur jis suteikia atsparam
katijoniniams dazams, aminoglikozidams, fluorochamams ir chloramfenikoliams. Kitas MATE
Seimos pavyzdys — YdhE — siurblys, suteikiaBtisoli atsparum katijoniniams antimikrobiniams
vaistams (Borges-Walmsley, 2003).

MATE yra slyginai nauja, lyginant su kitomis bakterisiurbliy Seimomis, toél néra
Zinoma apiey strukiira, reguliacijos mechanizm(Borges-Walmsley ir kt., 2003Joreira ir kt.,
2004).

1.3.3. SMR Seima

SMR Seimai priklauso antibiotikprotony prieSnasos sistemos, kurios savo procesams
naudoja protonovarosga (Borges-Walmsley ir kt., 2003). Siai $eimai prildé@ maziausi zinomi
vaisty iSmetimo baltymai, dazniausiai sudaryti iS nedaudgkaip 110 aminotug&iy. Remiantis
strukfiriniu tyrimy duomenimis, buvo nustatytas tvirtai supakuoto tketapiraliy antiparalelinio
pluosto angl ,tightly packed four-helix antiparallel bundleffjodelis. Skirtingai nei kitos keturios
atsparum uZztikrinartiy siurbliy Seimos, SMR Seimos siurbliai sudaro tik 4 memipnagriartius
segmentus.

Atsizvelgiant { dauginio atsparumo SMR Seimos madyd;, nustatyta, kad jie gali
funkcionuoti kaip homooligomeriniai kompleksai, d&usiai sudarantys trimerus (Putman ir kt.,
2000)
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Nors Sios Seimos siurbliai priklauso dauginio vastsparumo sistemomsgiau Salina is
lasteks tik lipofilinius katijonus {skaitant Siai cheminijunginiy klasei priklausagius antiseptikus
bei dezinfekcijos priemones) (Li ir Nikaido, 2004).

Modeline SMR Seimos pernasos sistema Fracoli ir kitoms enterobakterijomsidingas
EmrE siurblys. Tai 110 amineg<iy hidrofobinis baltymas, sudarantis 4 TMS (Che Mktit
2003). Sis siurblys suteikia daugiratsparum katijoniniams hidrofobiniams junginiams:
tetraciklinui, etidzio bromidui, metilviologenuietrafenilfosfoniui, antiseptikams bei dazams.
Antibiotiky iSstimimas vyksta keiantis dviej; heterodimer konformacijai (Borges-Walmsley ir
kt. 2003).

1.3.4. RND Seima

RND Seimos neSikliaijvairiy cheminii medziag (amfifiliniy, lipofiliniy molekuli,
dvivalertiu katijony ir kt.) transportui iS dstebs, naudoja prtonovarosga. RND Seimai
priklausantys baltymai yra sudaryti apytiksliai 1900 aminoig&iu (Pumbwe ir kt., 2002
Rosenberg ir kt., 1999).

Antring RND tipo baltymy strukiira sudaro 12 TMS, su dvejomis dideilis kilpomis tarp
1 TMS ir 2 TMS bei 7 TMS ir 8 TMS. Membrarveriartiuose domenuose yra identifikuotos trys
konservatyvios neigiamakrautos aminarg&iy. Daugelis dauginio atsparumo nesjktiubstrai
yra teigiami, todl membranoje esantis neigiamas amingstiniy liekany kravis gali dalyvauti
substrato suriSime (Putman M. ir kt., 2000)

Gramneigiamosiose bakterijose RND Seimos pernedaoymai yra trikomponetiy
sistery dalis, kuriose jie gveikauja su iSories membranos kanalu per membranos sujungimo
baltyma, esant periplazmoje. Si gveika leidZia iSstumti substratus per viginr iSorine
gramneigiamjy bakteriyp membranas (Pumbwe ir kt., 2002).

RND tipo pernaSos sistemos yra identifikuotos \esmgose karalystse:Bacterig Eukarya
ir Archaea(Moreira ir kt., 2004Putman ir kt., 2000).

1.3.4.1. AcrB - dauginio atsparumo siurblys

AcrAB yra nuolat sintetinamas pagrindins coli dauginio atsparumo vaistams tridalis
siurblys (3 pav.)Jo biosintez gali biati indukuojama streso ir atsakdasteks pazeidimus metu
(Moreira ir kt., 2004Ahmed ir kt., 200%
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AcrB yra vienas geriausiai ZinanRND $eimos nani Sio baltymo homolagyra randama
daugelyje patogeninigramneigiamju bakterip raSiy. Jis sudarytas iS 1048 aming&iy ir turi
12 membrag veriartiy o-spiraliy (Zgurskaya ir kt., 1999). Sis baltymasveikauja su iSoriés
membranos kanalu TolC ir membranos suliejimo baltykarA. Siy triju komponeni sistema gali
iSstumti jvairaus kiivio junginius - anijoninius, katijoninius, cvitenmius ir neutralius — is
lasteks tiesiaii terpy (Murakami ir kt., 2006).

AcrB yra trimeras, sudarytas iS trijsluoksny, iSsicksCiusiy paraleliai membranai:
membran veriartio, siurblio ir su TolC jungiamojo domen Siurblio domene yra funkciskai
svarbus spirali pluoStas — centrinspirak — sudaryta iS tnj a-spiraliy. Su TolC jungiatiajame
domene, AcrB atsidaro kaip tunelis, atitinkantis(rgak. Sis rySysrodo tiesiogir AcrB ir TolC
saveika (Murakami ir kt., 2006Putman ir kt., 2000)

ISorias membranos baltymas TolC yra ciesis AcrAB transporto sistemos
komponentas. Tai daugiafunkcinis baltymas, dalysatig smulki vaisty ir dideliy polipeptidini
toksiny, tokiy kaip hemolizinas, translokacijoje. Jis gali dalytraskirtinguose procesuose,
tokiuose kaip substrato indukuota trumpataggveika su vaist ar toksim transporto baltymais
(Borges-Walmsley ir kt., 2003).

TolC taip pat yra trimeras ir formuoja 140 A cliimd kanah, kuris veria iSorig
membran ir yra dalyje periplazmos (3 pav.). Sis tunelidi gaikinai atsidaryti po sveikos su
energizuotu vidias membranos transporteriu ir sudaryti kartarp citozolio ir iSorigs aplinkos
(Putman ir kt., 2000). TolC sudarytas iS dyigjaliy: iSorines membrano$-statines domeno ir
periplazminioa-spiralinio domenop-statiness domenas yra atviras kanalas iSggmmembranoje,
sudarytas iS dvylikog-klos¢iu. a-spiralinis domenas yra kairio sukimo dvylikos spir statire
(Borges-Walmsley ir kt., 2008Jurakami ir kt, 2006).

AcrB-TolC komplekg supa AcrA baltymas (Murakami ir kt., 2006). Taiinastrinis
baltymas, priklausantis membranos suliejimo baltyMFP) Seimai (Putman ir kt., 2000).

RND tipo dauginio atsparumo siurbAsrAB yra svarbus bakterijoms apsisaugant nuo
antimikrobini ir kity organini junginiy. acrA geno produkta&. coliilgai buvo Zinomas kaip
svarbus atsparumo veiksnys prieS pagrindinius dafaisrgentus ir antibiotikus. Tiriant I®kus,
buvo iSaiskinti du genaiacrA ir acrB, kurie yra lokalizuoti viename operone. OperawAB

transkripcijaE. coli bakterijose yra reguliuojama represoriaus A@fPRtman ir kt., 2000)
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Tforing terpé
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Citozols

3 Pav.AcrAB siurblio strukfira. Raudona spalva pazgtas TolC kanalas;
Zalia — AcrB; n¢lyna — jungiamasis baltymas AcrA (Putman ir kt.0@p

1.3.5. MF didSeint

MF didSeine sudaryta iS5 membranos transporto baltynkurie randami visuose
organizmuose nuo bakterijki aukStesniju eukariot;. Jie dalyvaujavairiy substrai, tokiy kaip
cukris, Krebso ciklo tarpiniai junginiai, fosfato estyioligosacharidai ir antibiotikai, viennasoje,
snasoje ir prieSnasoje (Borges-Walmsley ir kt, 2003ie baltymai bdingi tiek
gramneigiamosioms, tiek gramteigiamosioms baktesjo Jie gali bti skiriami | dvi grupes:
sudarantys 12 ir 14 membeaveriartius segmentus (Putman ir kt., 2000)

MF didSeines siurbliai paprastai sudaryti iS apie 400 amig&iy, kurios yra
iSsidestiusiosi 12 membram veriartiy spiraliy su didele citoplazmine kilpa tarp Sestos ir sepsin
spiraliy. Tikétina, kad Si strukira susida¥ dél transporto baltymo gen padvigulgjimo. 14
membrag veriartiy segment topologip turi mazesa Sios didSeiras baltymy dalis, be to, Sio tipo
MF didSeings nariai turi zymiai mazesrcitoplazmirg kilpa (Borges-Walmsley ir kt. 2003).

Daugelis Sios didSeiés sistem medzZiag transportavimui /iS5 lasteks naudoja

elektrochemin gradiens, dazniausiai protonovarogga (Borges-Walmsley ir kt., 2003Li ir
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Nikaido, 2004) Geriausiai zinomi Sios Seimos transporto baltypavyzdziaiE. coli bakterijose
yra MdfA ir TetA siurbliai.

1.3.5.1. MdfA siurblys

MdfA yra dauginio atsparumo siurblys, sudaryta4l® aminoig<iy ir veria citoplazmig
membran 12 karty; N ir C galires sritys nukreiptos$ citoplazmy. TMS yra labai hidrofobiniai ir
turi viemg neigiamy aminongsties liekan, glutamai 26 pozicijoje (Glu26), kuri yra svarbi
substrato atpazinimu”gler ir kt., 2002).

Genai, koduojantysij&ransporto baltymy yra lokalizuoti daugiakopijise plazmidse.
MdfA siurbliai suteikia 4stekms atsparum jvairy kravj turintiems substratams: lipofiliniams
katijonams (pvz., etidzio bromidas, tetrafenilfosg), cviterjoniniams vaistams (pvz.,

ciprofloksacinas) ir neutraliems junginiams (Adiekt., 2004).

1.4. Tetraciklinai

Tetraciklinai yra plataus veikimo antibiotikSeima. Pastarieji antibiotikai naudojami
gydant gramneigianju (Neisseria gonorrhoeaee. coli ir kt.) ir gramteigiamju (Streptoccocus
pyogenes, S. pneumoniae kt.) bakterij; sukeltas ligas. Siai $eimai priklauso tetracildina
chlortetraciklinas, doksiciklinas, minociklinas j§av.) ir kiti junginiai. Tetraciklinai, prasiskvegb
pro bakteriy citoplazmires membranos lipigd dvisluoksn, slopina baltym grandiniy sintez,
neleisdami aminoacil-tRNR molekuhs susijungti su ribosomos 30S subvieneto akceaieta
(Sloan ir kt., 1994).

Kristaliné strukiiriné analiz rodo, kad ribosomos 30S subvienete yra daugialse®@os

tetraciklino prisijungimo vietos (Hancock, 2005).
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4 pav. Tetracikliny struktiros (Rasmussen ir kt., 1991).

Tetraciklinas patenka lastek pasyviosios difuzijos iu per porinus OmpF ir OmpC,
komplekse su dvivaleiy metal; jonais (CA" ir Mg?") (Sapunaric ir Levy, 2005; Sloan ir kt.,
1994). Katijoninis metalo-tetraciklino kompleksas yraukiamas Donnan‘o potencialo per iS@rin
membrang ir antibiotikas kaupiasi periplazmoje, kur komak disocijuoja. Kivio neturirtios
tetraciklino molekuds, c&l pH gradiento tarp periplazmos ir citoplazmos dduojai lasteks
citozoli (Schnappinger ir Hillen, 1996).

Kai terps pH yra artimas fiziologiniam, tetraciklinai gadigzistuoti dviejose laisvose
formose: lipofilireje nejonizuotoje (mazos energijos) ir hidrofth@ (dideks energijos) formoje.
Abi Sios formos yra reikalingos antibakterinianraetklino aktyvumui pasireiksti. Mazai energijos
turinti lipofiliné konformaci forma reikalinga Sio antibiotiko p&mui per citoplazmin
membran, o daug energijos turinti hidrofilinforma gali prisijungti prie ribosomos (Rasmussen i
kt., 1991).
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1.4.1. Atsparum tetraciklinui jtakojantys veiksniai

Bakterip atsparum tetraciklinams gali lemti trys mechanizmai: aktgvdetraciklino
transportas isbteks, ribosom apsauga ir tetraciklinmodifikacija.

Nuo energijos priklausantis tetraciklino iSmetimagsta proton pakeitimo tetraciklino-
katijono kompleksu #du. Tai gali iti vertinama kaip prieSnasos sistema, kuri naugopdon;
varongja jéga kaip energijos Saltinr yra slopinama jungini naikinartiy elektrocheminproton;
gradieng (Schnappinger ir Hillen, 1996).

1.4.1.1. Genetiniai elementai, lemiantys baktenj atsparuma tetraciklinams

Gramneigiamjy bakterip atsparumas tetraciklinams priklauso nuo gdtetAd), kurio
suzadinimas lemia atsparumo antibiotikui baltyésinsistemos sintez Siy gen; raiSka yra
reguliuojama represoriniu baltymu TetR (Hancod(2).

Bakterijy atsparuma antibiotikams ir vaistams gali lemti judrieji gemgai elementai.
Vienas geriausiai iStigt transpozon yra TrlO, koduojantis atsparugntetraciklinui jtakojant
siurbli TetA. Sio transpozono pagrindiniame regione yrgepai:tetA ir tetR (Traub ir Beck,
1985). Pirmasis tetA koduoja strukirini TetA baltym, esant citoplazmirtje membranoje, kitas
— tetR genas koduoja represprietR. Represorius slopina abigjen; transkripcip, suriSdamas
dvi operatorines vietas, sutampes sutetA ir tetR promotoriais. Kai dsteks auginamos be
tetraciklino, represorius slopingetA raiSka, jei tergje yra tetraciklino, jis, patek i lastek,
jungiasi su represoriumi ir padatmjeveikliu (Rothstein ir kt., 1993, Bambeke ir R003)

Tetraciklinas, pateds i lastek, indukuoja transkripcij nuotetA ir tetR gemy promotori,
prisiriSdamas prie TetR represoriaus (Lenski ir k894).

Manoma, kadtet genai, judmju geneting element pagalba gali plisti tarp skirting
ekosistem bakterip (Schnappinger, Hillen, 1996).

Atsparumas pavieniams antibiotikams, gramneigiamses bakterijose, dazniausiai
salygojamas MFS did3eigs neSikliy. Siy baltymy genai daZniausiai yra aptinkami plazeésd
(Kobayashi ir kt., 2001).

TetA yra citoplazminis membranos baltymas, prikkutis MFS didSeimei. Jis palaiko
periplazmir tetraciklino koncentracij Zemiau dsteks augimo slopinimo lygio, nuo energijos
priklausomu tetraciklino imetimo igdtebs bidu. Sis baltymas turi 12 membeaxeriartiy o-

spiraliy ir yra perskirtag dvi dalis:a ir B domenus (N-galinir C-galire puss, atitinkamai), kurie
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yra issivyst iS5 vieno domeno duplikacijogrodyta, kad TetA funkcijai reikalinga abieflomemn
saveika. Transporto sistemai priklauso ir vandengifatytas membranos kanalas (Sapunaric ir
Levy, 2005).

1.5. Atsparuma salygojanciy siurbliy slopikliai

ISrySkejes bakteriyp atsparumas antibiotikams skatina ieSkoti analegisikginiy, kurie
neigiamai veik bakterij gyvybingumna.

Vienas kelias yra ieskoti antibiotiksu naujais veikimo mechanizmais, kuriems bakterijo
néra iSvysiusios apsauginisisteny. Kitas kelias — ieSkoti atsparumo mechanizmus udgtiu
junginiy, kuriy pagalba Zinomi antibiotikai iSligtefektywvis (Putman ir kt., 2000).

Kaip Zzinoma, baktenj antibiotiky iSmetimo siurbliai iSstumia i&dteks medziagas, kurias
atpazsta kaip kenksmingas ar tiesiog svetimgselei. Taigi junginiai, galintys paveiktidteks
gyvybinguna, turéty bati unikalios strukiiros, kurios bakterijos negdilp atpazinti, ir slopinti
siurbliy veikima, nepakenkdami infekuoto organizmgsteliy gyvybingumui, arba téty veikti
kitas bakteriy strukfiras nei jau zinomi antibiotikai, taip apeidami a@spno mechanizmus
(Bambeke ir kt., 2006).

Atsaprumo tetraciklinams, kumlygoja efektyvi siurbli veikla, iveikimo hidai: naujai
sukurti, bakterijoms dar neatpatamos strukiros, tetraciklim analogai; strukiriSkai svetimi
tetraciklinams junginiai, kurie slopinttetraciklino siurhbl veikla, tokiu bidu didindami vidir
antibiotiko koncentracij bakterijose (Lomovskaya, 2001).

Atsparum antibiotikams slopinantys junginiai yra iSskiriaindvi kategorijas. Pirajai
slopikliy kategorijai priskiriami klinikigje praktikoje naudojam anibiotiky chemotipai,
pasizymintys Zzemu esminiu antibakteriniu poveikisskiriamos trys pagrindés Sip junginiy
Seimos: tetraciklino, aminoglikozidir chinolon; analogai. Nustatytas minimalusy §unginiy
iSmetimas i$ bakterinilasteliy. Antrajai kategorijai priskiriami slopikliai, stkiiiriSkai nesusy su
Zzinomais antibiotikais Kai kurie iSuj slopina daugiavaigtatsparum jtakojartius siurblius
(Bambeke ir kt., 2006) .

Siurbliy slopikliai gali veikti dvejopai. Vieniy gali iSsklaidyti 4steks sieneals energijos
gradieng, reikaling siurblio veiklai (pvz., karbonilcianid-em-chloraféhidrazonas (CCCP) ir
dinitrofenolis (DNP)), kiti - blokuoti p&us siurblius ir leisti veikti Zinomiems antibioikns (pvz.,

rezerpinas, chlorpromazinas ir kt.) (Piddock, 2006)
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Siurbli slopikliai, naudojami kartu su antibiotiku, galitbsiurblio substrato konkurentais
(pvz., TPP+ jonai) arba gali sutrikdyti iSoksr membranos kanalo arbacpatridaliy siurbliy
sistemy funkcijas (Bambeke ir kt, 2006).

Pirmieji iSmetimo siurbli slopikliai buvo atrasti tarp egzistuojan vaist;. Populiariausias
iS ju yra rezerpinas, bet panaSus efektas buvo paately su fenotiozinais, kalcio antagonistais,
serotonino isisavinimo slopikliais ir protan siurbliy slopikliais. Didziausias apribojimas
kombinuojant Siuos vaistus su antibiotikais yra ta&l siurbliy slopinimui reikia Zymiai didests
koncentracijos nei reikalinga gydomajam efektuiigas Todl Siu slopikliu tyrimai kol kas
atliekami tikin vitro (Bambeke ir kt2006).

1.5.1. Rezerpinas

Rezerpinas (4 pav.) yra nsalus alkaloidas, iSskiriamas Eauwolfa vomitoria augai
Sakny (Mullin ir kt., 2004). Medicinoje jis naudojamas igavaistas, mazinantis kraujash
(http://en.wikipedia.org/wiki/Reserpine). Sis jungs yra Zinomas daugiavéis atsparumo
siurbliy slopiklis (Gibbons ir kt., 2000). Jis veikjgairius daugiavai8o atsparumo siurblius, nuo
NorA (MFES) iki zmogaus P-glikoproteino (ABC) (Hsiehkt., 1998). Nustatyta, kad rezerpinas
gali padidinti viduistelire antibiotiko koncentracij uzblokuodamas membranos kanalus, ir taip
itakodamas alsteks Zit;i (Schmitz ir kt, 1998). Pavyzdziui, naudojamas kasu tetraciklinu,
rezerpinas gali keturis kartu sumazinti Sio antikmslopinartia koncentracy (Ruiz ir kt, 2005.

Nors Sis vaistas jau naudojamas gydymugiata vartojana koncentraciy neuztenka

siurbliy blokavimui, o didesés jos yra toksiSkos eukariotims hstekms Kaatzir kt., 2003).

MeO

OMe

OMe
OMe

4 Pav.Chemire rezerpino strukira (http://en.wikipedia.org/wiki/Reserpine).
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1.5.2. Chlorpromazinas

Chlorpromazinas priklauso antibiotikfenotiazim @ngl “phenothiazines, klasei (5 pav.).
Sie antibiotikai naudojami nends sistemos lig ir tuberkuliozs gydymui. Nustatyta, kad
fenotiazinai blokuoja kalio janpasisavinim ir taip slopina nuo kalio janpriklausomos ATPas
veikla, tuo p&iu ir transporto procesus zinduplorganizme bei bakterijose (Amaral ir kt., 2007).

Chlorpromazinas yra katijoninamfipatire molekuk, kuri, isiterpusii vidini membranos
lipidinio dvisluoksnio lapgl indukuoja membranos topologijos pakitimus. Jig taat sukelia
bendn streso atsakir silpnina augim, taigi jo slopinamasis efektas gali sukelti benksteks
fiziologijos sutrikimg (Hewlett ir kt., 1982). Nustatyta, kad fenotiazinsiterpiai DNR spiraés
nukleotidus ir taip slopina su DNR susijusius psas tarpy ir slopina replikacg (Amaral ir kt.,
2007).

Kaip ir kitiems antibiotikams, fenotiazinams yradri; bakterij. Jy atsparumas taip pat
gali bati susigs su atsparumo siurbliais ir kitaigstek nuo antibiotiky poveikio saugahais
veiksniais (Amaral ir kt., 2000). Pavyzdziui, cljoomazinas yra AcrB siurblio substratas (Amaral
ir kt., 2007).
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5 pav.Fenotiazim strukiiros(Amaral ir kt., 2007).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Reagentai, mikroorganizmai

Agaras -Vlodivostok
Chloramfenikolis -Roth
Chlorpromazinas - Sigma
EDTA - Serva
Fenilalanin-Argg-naftilamidas - Sigma
Gliukoze - Roth
Gramicidinas D - Sigma
NaCl - Roth
Polimiksinas B - Sigma
Rezerpinas -Sigma
Tetraciklinas - Serva
TRIS-HCI - Fluka
Triptonas Bacto - Oxoid
Tetrafenilfosfonio chloridas - Sigma
Mitybinis agaras - Vlodivostok
Mieliy ekstraktas - Oxoid

Darbe naudoti laboratorijos mikroorganigkolekcijoje esantygscherichia colkamienai 1Q86
(zhd:Tn10, sps), MC4100 FavaD 139laaU169thi relA rpsL maf, KMY1 (MK12
ARS45(emrK-lac2)]) ir KMAL (KMY1 acrA::cal).

2.2. Mitybinés terpés, tirpalai ir j y paruoSimas

Mitybinés tergs ir tirpalai (iSskyrus antibiotikus) autoklavuojaf5 val. 1 atm. gbyje.
Terpiy sucktis nurodyta 1 L distiliuoto vandens:

LB terpe Triptonas 109
Mieliu ekstraktas 59
NacCl 9¢
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Agarizuota terp Mitybinis agaras 359
Agaras 10g

Tirpalai:

NacCl 0,9 %

Tris-HCI, pH 8,0 100 mM

EDTA, pH 8,0 195 mM
Antibiotiky tirpalai:
Tetraciklinas 20 mg/ml
Polimiksinas B 20 mg/mi

Gramicidinas D 5 mg/mi
Rezerpinas 10 mg/ml
Chlorpromazinas 20 mg/ml
Chloramfenikolis 70 mg/ml
PABN 5 mg/mi

2.3. Darbo metodai

2.3.1. Lasteliy auginimas

I 25 ml sterilios LB tergs mikrobiologine kilpele u£gama viena baktenij kolonija ir
auginama per nakpurtykkje, 37 °C temperatroje. AuginantE. coli IQ86, KMY1 ir KMAL, i
naktines kultiros auginimo terp pridedama atitinkamai 1Qug/ml tetraciklino, 25 ug/mi
streptomicino ir 35ug/ml chloramfenikolio. Uzaugusi naktirkultara skiedziama LB terpe iki
optinio tankio (540 nm ilgio bangoje) 0,045 ir augna 37°C purtykkje, kol optinis tankis
pasiekia 1.
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2.3.2. Lasteliy dorojimas EDTA

EDTA yra chelatinis junginys, kuris suri$a dvivalers Mg?* ir C&* jonus. Sii jony
paSalinimas iSakteks padidina gramneigiagu lasteliy laiduma (Marvin et al, 1989).

Po centrifugavimo asteks sukoncentruojamos 100mM Tris-HCI (pH 8) bufery]él5
pradinio tergs ftirio, pridedamas reikiamas EDTA kiekis (galétikkoncentracija 2mM) ir
inkubuojama 10 min 3T purtykkje. Lasteks nusodinamos centrifuguojant 6000xrpm, 15 min.
4°C temperatroje ir sukoncentruojamos 100 mM Tris-HCI (pH 8)fdnyje, 1/150 pradinio

auginimo terps ftario.
2.3.3. TetA siurblio indukcija tetraciklinui

Auginamos kuliros E. coli 1Q86) optiniam tankiui pasiekus 0,7p,auginimo terp
pridedama reikiama tetraciklino koncentracija ikubhuojama papildomai 15 mitiy purtykléje,

37 °C temperatoje.

2.3.4. Lasteliy suspensijos ruosimas

UZaugusios iki optinio tankio 1asteks centrifiguojamos 6000pm, 15 min. 4°C
temperairoje, gautos nueéslos sukoncentruojamos 75D0LB terpés. Bandymo metu koncentruota
lasteliy suspensija laikoma lede, ne ilgiau kaip 5 valandas

Paskaiuojama, kiek mikrolity Iasteliy suspensijos reds inestii paruos mégintuveli su
10 ml LB tergs, kad optinis tankis (540 nm ilgio bangojedgimtuveélyje baty 0.9.

2.3.5. Potenciometriniai matavimai

TPP jomy koncentracij registravimui buvo naudojami membraniniai TPPnams
selektyvis elektrodai. Elektrodai buvo prijungti prie sigmastiprinimo sistemos, pagamintos
Biochemijos ir biofizikos katedroje, Membnanlaboratorijoje, auk$t i¢jimo varz turincio
operacinio stiprintuvo AD549JH pagrindu. Duomeperdavimo plok&s DT302 perduoda
sustipring  signah i kompiutef, kuriame registruojami TPPjony koncentracijos pokiyu
skaitmeniniai duomenys.

Kiekvieno matavimo pradzioje atliekama selektyvalsktrodo kalibracija, pridedant

matavimo kiuvet su buferiu tam tikr TPP kieki. Nusistogjus elektrodo parodymams,
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pridedamas reikiamassteliy kiekis. Nusistowjus naujai TPP jony koncentracijai matavimo

kiuveteje, pridedami tiriami priedai ir registruojamudipofilini y jonu koncentracijos pokyai.
Indikatorinio jono koncentracija tetje apskatiuojama, remiantis tiesine priklausomybe:

E-f(lgC). Potencialas E iSreiSkiamas mV (pagal tpig® parodymus). Zinodami tiksterpss firj

matavimo kiuvedje, i matavimo sistemos duomegalime apskaiuoti sugerg TPP jony kieki.
2.3.6. Gyvybingumojvertinimas

Reikiamas kiekiadteliy suspensijogneSamasg megintuveli su 10ml skystos LB teégs,
mégintuwvelis kelias sekundes pamaiSomas ,Vorteksu® ir 5SmlteBxs su 4stebmis perkeliamasg
kita sterily megintuwveéli, kurie inkubuojami 10 min. 3T 165 aps./min. purtyéje. Tokiu kidu
gaunam identiSka kontral

Po 10 min. inkubacijasviem iS megintuveliy su hstekmis pridedamas tam tikras kiekis
antibiotiko (tetraciklino) Antrajame mgintuvlyje esadios kontrolires lasteks nebuvo
paveikiamos jokiais priedais. Abuégintuwliai toliau inkubuojami 20 min. 37C 165aps/min.
purtykléje.

Po inkubacijosi$tebs skiedziamos (2,6*f0karty) ir i§ssjamos po 5Qul ir 100 pl i Petri
lékSteles su agarizuota LB terpe.

Léksteks inkubuojamos 37C termostate 14-16 val., suskabjamos uZaugusios kolonijos

ir lyginant su kontrolgvertinamasdsteliy gyvybingumas (%).
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